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Az emberiség sorsának alakulását manapság alapvetően meghatározza a
társadalmak működéséhez szükséges energia folyamatos biztośıtása. Habár alternat́ıvák
ezen kérdés megoldásában jószerivel akadnak, nem szabad elfeledkeznünk arról, hogy a
bioszférában évmilliók óta folyik a természetes napfény megújuló hasznośıtása. Többek
között ezért is lehetséges, hogy a fotoszintézis jelenségének kutatása ma is sok kutatót
foglalkoztat. Jelenleg ezek inkább csak alapkutatásnak minőśıthetők, de hosszú távon
az energia probléma megoldási lehetőségéhez is hozzájárulhatnak.
A folyamatok, és a problémák komplexitása miatt a kutatás több párhuzamos
irányban is halad. Ezek közül is a két legjelentősebb vonulat a magasabb-rendű
növények fotoszintézise, valamint az egysejtűek fényhasznośıtása. Az elmúlt 40 évben
ez utóbbi irány egyik legfontosabb témája a Halobacterium salinárium nevű baktérium
fényhasznośıtó rendszerének vizsgálata lett. Ebben az élőlényben a fényhasznośıtó
rendszer a baktérium jól körülhatárolható helyein az úgynevezett b́ıbormembránon
található, amely néhány lipidből és egyetlen integráns membránfehérjéből, a bakte-
riorodopszinból (BR) áll. Ez utóbbi fehérje fény hatására csak egy
”
egyszerű” pro-
tonpumpaként működik és H+ ionokat juttat a sejt belsejéből a külvilágba, hogy az
ı́gy létrejött protongradiensben tárolt energiát mozgásra (fototaxis) és ATP szintézisre
ford́ıtsa, szemben a magasabb-rendű növények összetett fényhasznośıtó folyamataival.
Fény hatására a BR egy több lépéses reakcióciklusba kezd, melynek végén visszatér
alapállapotba. Az ilyen ciklust nevezzük a BR fotociklusának. Kutatásaim kezde-
tekor a szerkezetvizsgálati módszerek látványos fejlődésének köszönhetően a fehérje
szerkezete már jól ismert volt, de a fotociklus során bekövetkező részletes fehérje
mozgásokhoz (konformáció változások) még számos alternat́ıv modell létezett. Ezen
modellek felálĺıtásához pedig számos előfeltételezést szükséges használni, és ı́gy részben
determinálni a végső eredményt. Ezért kerestünk olyan módszert és találtunk a
Maximum Entrópia Módszerben, mellyel a korábbi algoritmusok néhány hátránya
kiküszöbölhető.
A fotociklus alapkutatás jellegű tanulmányozása mellett egyre inkább előtérbe
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kerülnek ezen fehérjék ipari hasznośıtása is. Így például kis léptékű változások de-
tektálhatóak optikai fénymódusú hullámvezető spektroszkópia felhasználásával. Ennek
a technológiának a használatáról is szó lesz munkám bemutatása során.
2. fejezet
Irodalmi áttekintés
2.1. A fényhasznośıtás és a Halobacterium salinári-
um
A fotoszintézis alatt értendő az élővilág olyan jellegű fényhasznośıtása, melynek
során az élőlény a fényenergia seǵıtségével bioszintézist végez.
A magasabb rendű növények (eukarióták) és számos baktériumfajta (ciano-
baktériumok) a fotoszintézis eddig ismert leghatásosabb formáját végzik, azaz a
v́ızbontást. Ennek során fényhasznośıtó komplexumok seǵıtségével, és egy vagy több
fénykvantum elnyelésével a fényenergiát végül is v́ızbontásra ford́ıtják. Majd a folyamat
révén szén-dioxid molekulákat redukálnak, és alaḱıtanak szénhidrátokká [1].
A fotoszintézis egyszerűbb formája a bakteriális fotoszintézis. Esetükben a
fényátalaḱıtó komplexum is sokkal egyszerűbb, ı́gy a keletkező redox potenciál már nem
elegendő v́ızbontáshoz. Ezek a baktériumok tehát a v́ız helyett például kénhidrogént,
vagy szerves – a v́ıznél erősebben redukált – vegyületeket használnak elektrondo-
norként, és legtöbbször már nem is redukálnak szén-dioxidot, csupán ATP-t termelnek
a fényenergia seǵıtségével.
A többi élőlény nem képes fotoszintézisre, kivéve még az úgynevezett ar-
chabaktériumok közül a sótűrő csoportba tartozó Halobacterium salinárium. Ez a
baktérium fény hatására a sejtmembránjának egy jól körülhatárolható részén, a
b́ıbormembránon található transzmembrán fehérjékkel (BR) protonokat juttat át a
membránon, ezáltal protongradienst hozva létre a membrán két oldala között [2]. Ez a
protongradiens pedig ATP szintézisre ford́ıtódik (Mitchell-féle kemiozmózis [8]).
A baktériumok protonleadását a külvilágba jól bizonýıtja az a tény, hogy Halo-
bacterium salinárium szuszpenziót 570 nm hullámhosszúságú fénnyel megviláǵıtva a
közeg pH-ja egy átmeneti növekedés után csökkenni kezd, majd a fény kikapcsolása
után a pH ismét visszaáll az eredeti szintre. A protonpumpa kvantumhatásfoka 64 %
fotociklusonként.
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2.2. A b́ıbormembrán és a BR szerkezete
A szerkezet kutatása már a hetvenes évek elején elkezdődött, amikor két dán ku-
tató először izolálta a bakteriorodopszint [3]. Sikerült meghatározni a b́ıbormembrán
szerkezetét is elektronmikroszkóp seǵıtségével. Kiderült, hogy a b́ıbormembránban
mindössze bakteriorodopszin és lipidek vannak, sőt a rodopszinok elhelyezkedése is meg-
lehetősen szabályos, hatszöges śıkrács elrendeződést mutat 62 Å-ös rácsállandóval. Egy-
egy rácspont körül pedig három-három fehérje molekula helyezkedik el középpontosan
szimmetrikusan. A fehérje szekvenálása során kiderült, hogy a fehérje 248 aminosavból
áll, az aminosavak 70 százaléka hidrofób, valamint nem tartalmaz hisztidint.
A fehérje hét α-hélixből áll, melyek egy központi csatornát vesznek körül, méghozzá
oly módon, hogy az exocitozikus tér közelében a csatorna falát inkább hidrofill, a
citoplazma felőli részét inkább hidrofób, a fehérje külsejét pedig hidrofób oldalláncú
aminosavak alkotják. A fehérje tölcsérszerű szerkezete emiatt alakul ki a membránban
[4].
2.1. ábra. A b́ıbormembrán szerkezete; és a bakteriorodopszin molekula térszerkezete [19, 20].
A Lys-216 aminosavhoz (ld. K216 a 2.1 ábrán) egy Schiff-bázison keresztül egy
retinál molekula kapcsolódik. Ez a fehérje kromofórja, és mintegy kapuként zárja le
a fehérjében levő csatornát [5]. A kromofór śıkja majdnem párhuzamos a membrán
śıkjával. A polién lánc hosszanti tengelye pedig körülbelül 20 -os szöget zár be a
membrán śıkjával, de ez külső elektromos tér, vagy a környezet ionkoncentrációjának
hatására 2-5  is változhat [7]. Alapállapotban a Schiff-bázis protonálva van. A retinál
egy úgynevezett retinálzsebben helyezkedik el, ami benyúlik a fehérje belsejébe. A
retinált elsősorban hidrofób oldalláncú aminosavak veszik körül. A retinálzseb a re-
tinállal közösen alkotja azt a kaput, amely a protonok számára az inakt́ıv fehérjében
átjárhatatlan [5]. A hét α-hélix által körülvett protonszálĺıtó csatorna falában a retinál
részen ḱıvül még fontos megemĺıteni néhány aminosavat, amelyek a protonpumpálásban
a mai tudomásunk szerint különleges szerepet játszanak: Tyr-57, Asp-85, Asp-96, Asp-
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212, Arg-82.
Már Cao és munkatársai igen korán rámutattak [31], hogy a v́ızmolekulák is fontos
szerepet játszanak a protonszálĺıtásban: protonvezető csatornát alkothatnak, melynek
feladata a protonoknak protonkötő helyek közötti tovább́ıtása. A Schiff-bázisnál van
négy olyan v́ızmolekula, mely még nulla százalék relat́ıv páratartalomnál is jelen van, és
csak vákuummal távoĺıtható el. Ezeknek a v́ızmolekuláknak stabilizáló szerepük is van,
mert h́ıdként kötik össze a pozit́ıv töltésű Schiff-bázist a negat́ıv töltésű ellen-ionokkal.
A legújabb kutatások a v́ızmolekulák pontos helyét is feltárták [21, 22, 23].
Az alapállapotú fehérje 3 dimenziós atomi felbontású szerkezete ma már megle-
hetősen pontosan ismert. A nyolcvanas évektől kezdődött el az a fajta vizsgálat soro-
zat, melynek révén - először a természetes 2 dimenziós fehérje kristályokon - elektron
diffrakció seǵıtségével 3-5 Å-ös pontossággal határozták meg az atomi szerkezetet [24].
Az ezredforduló körül a háromdimenziós bakteriorodopszin kristály növesztési tech-
nológiák kidolgozásával, alacsony hőmérsékleten röntgen diffrakció seǵıtségével már
akár 1.55 Å-ös pontosság is lehetővé vált az atomok helyzetének megismeréséhez [25].
A sötétben tárolt b́ıbormembrán az úgynevezett sötétadaptált állapotban van, de
szobahőmérsékleten napfényre téve körülbelül egy óra alatt fényadaptált állapotba
jut [6, 72]. Az alapállapotú fényadaptált bakteriorodopszin abszorpciós maximuma
568 nm-nél van (a bakteriorodopszin különböző állapotait az abszorpciós maximumuk
feltüntetésével szokás jelölni : BR568). A BR568-ban a retinál 13-trans, 15-anti kon-
formációban van, mı́g sötétadaptált állapotban részben 13-cis, 15-syn konformációban
van, ami némi eltolódást is okoz az abszorpciós spektrum maximum helyében.
2.3. A Bacteriorhodopszin fotociklusa
2.3.1. A fotociklus köztes állapotainak tulajdonságai
A fényadaptált bakteriorodopszin a fénykvantum abszorpcióját követően különböző
szerkezeti változásokon esik át, melynek során protont juttat át a membránon keresztül
az extracelluláris térbe és végül protont felvéve a citoplazmából visszatér az eredeti
állapotába. Ezt a folyamatot nevezzük fotociklusnak. Normál körülmények között ez
egy ciklikus reakció, és újabb fénykvantum seǵıtségével ismét átmegy a teljes fotocik-
luson.
A fotociklus során létrejött állapotok spektrálisan is eltérő tulajdonságúak, a fény
tehát egy olyan folyamatot ind́ıt el, mely a fehérje abszorpciós spektrumával is nyo-
mon követhető. Az alapállapoton ḱıvül 5 spektrálisan különböző állapotot sikerült azo-
nośıtani : K, L, M, N, O (2.2 ábra). A fotociklus első modelljét éppen ezen intermedie-
rek közötti egyirányú reakciókkal ı́rták le. A későbbi vizsgálatok azonban kimutatták,
hogy bár ez a modell az összes spektrálisan megkülönböztethető állapotot jól léırja,
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de a lejátszódó folyamatok ennél jóval komplikáltabbak. Az eltérő spektrális tulaj-
donságokat főleg a retinál molekula konformációja, a Schiff-bázis protonáltsága, illetve
deprotonáltsága, a H+ ion fehérjén belüli helyzete és ezzel összefüggésben az egész










































2.2. ábra. A különböző állapotok abszorpciós spektrumai [75].
Kezdetben pontmutációval létrehozott aminosav cserék seǵıtettek megérteni, mely
aminosavak vesznek részt konkrétan a proton pumpálásában [9]. A mérésekből kiderült,
hogy az Asp-85 vagy Asp-212 aszparaginra való cseréje blokkolja az M állapot ki-
alakulását (habár vannak bizonyos körülmények; pH, hőmérséklet, stb., amikor ilyen
körülmények között is létrejön proton pumpálás), glutaminsavval való szubsztitúciója
pedig csökkenti az M mennyiségét, illetve az Asp-96 cseréje lasśıtja az M bomlását.
Ebből arra lehet következtetni, hogy az Asp-85 a Schiff-bázis primer proton akceptora,
az Asp-96 pedig fontos protonszálĺıtó a citoplazma és a Schiff-bázis között.
Az eddigi kutatások közben elvégzett óriási munkának köszönhetően a követ-
kezőkben ismertetett kép alakult ki a proton útjáról a BR belsejében.
2.3. ábra. A vad t́ıpusú BR fotociklusának reakció potenciál modellje [10].
A foton elnyelése után a bacteriorhodopsin gerjesztett állapotba kerül BR* és mint-
egy 0.2 ps alatt megtörténik a retinál molekula all-transz-ból 13-cisz izomerizációja
2. FEJEZET. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 9
I460, mely egészen a fotociklus O formájáig fennáll (2.3 ábra). A gerjesztett állapotú
molekulák egy része (32 %) visszatér alapállapotba, mı́g nagyobbik részük átalakul
az úgynevezett J625 metastabil állapotba 0.5 ps alatt [26]. Erről a J állapotról pon-
tos szerkezeti ismereteink nincsenek, mivel kialakulása és bomlása rendḱıvül gyorsan
megtörténik, de feltételezések szerint ez a K állapot vibrációsan gerjesztett állapotának
felel meg.
A vibrációs relaxáció 3-4 ps alatt bekövetkezik, és kialakul a K605 állapot. Az
alapállapothoz képest a K állapot entalpiája 49 kJ/mol-al magasabb, mely részben
elektrosztatikus (főleg a hidrogénkötések erőssége változik a w402-es v́ızmolekulát
körülvevő hidrogénhidak hálózatában [27]), illetve ”rugalmas” energia (retinál 13-cisz
konformáció) formájában tárolódik. A fotociklus során ennek az energiának kevesebb,
mint fele ford́ıtódik a H+ transzportjára. A K állapot élettartama 1 μs.
Ezután a BR molekula az L550 állapotba kerül, ahol a Schiff-bázis még mindig
protonált állapotban van. Vibrációs spektroszkópiai mérések szerint a retinál kevésbé
deformált 13-cisz, 15-anti konfigurációs állapotban van a K formához képest [28, 29].
Így a K állapot ”rugalmas” energiájának egy része a fehérje olyan konformációs
változásaira ford́ıtódik, ami a Schiff-bázis protonjának leadásához kedvezőbb. A ki-
forrott kristályośıtási technikák ellenére arról, hogy pontosan milyen térszerkezeti
változások is történnek, máig vita folyik [30]. Elképzelhető, hogy ismét a w402
v́ızmolekuláé a főszerep azzal, hogy áthelyeződik, ı́gy téve lehetővé a Schiff-bázis pro-
tonjának könnyebb leadását. De lehetséges, hogy a Schiff-bázis - az L-ben történt kon-
formációs változásoknak köszönhetően - lecsökkent pKa értéke a fő hajtóereje a proton
Asp-85-ös felé való mozgásának. Az L állapot élettartama 50 μs.
Az L-ből kialakuló M410 állapot az egyetlen, ahol Schiff-bázis deprotonálva van.
Ezt észrevehetően ḱıséri a fehérje abszorpciós spektrumának kék hullámhosszakra való
tolódása, ahol a többi köztes állapot már nem abszorbeál jelentősen. Ez lehetővé
teszi pusztán az M forma kinetikájának a megfigyelését 412 nm-en. Az M állapot
felépülésének és bomlásának anaĺıziséből ı́gy hamar fény derült arra is, hogy több M for-
ma létezik, melyek spektrálisan azonosak (legalább 2: M1, M2. Már a 3-dik M állapotra
is találtak bizonýıtékokat: M
′
2) [32, 33, 34]. Az M állapot(ok) nagyon fontos lépése(i) a
fotociklusnak. Eközben játszódik le a H+ ion leadása az extracelluláris térbe, méghozzá
a Glu-204-ről vagy az Arg-82-ről [35, 36], mivel az Asp-85 protonálva marad a fotocik-
lus utolsó lépéséig. A 2 M állapotot feltételező modellekben ez a proton leadás már az
első M állapot kialakulásakor megtörténik [37], mı́g a 3 M állapotú modell szerint ez
csak az M
′
2 kialakulásakor [38]. Az M állapotok során történik meg az az ún. ”kapcsoló”
lépés, mely lehetővé teszi a citoplazmából a Schiff-bázis reprotonálódását az Asp-96-
on keresztül. Bár több ilyen kapcsoló modell is létezik, az a közös bennük, hogy a
Schiff-bázis nitrogénje olyan helyzetbe kerül, ami miatt a protont az Asp-96 irányából
a citoplazma felől fogja pótolni. Az ezt ḱısérő - a többi állapothoz képest jelentős -
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konformációs változásokat támasztják alá a különböző krisztallográfiai, spektroszkópia
és térfogat változás mérések is [39, 40, 41]. Az M állapotok élettartama már 1-2 ms-os.
A Schiff-bázis az M állapotból az N520-ba lépésnél protonálódik újra az Asp-96-os
aminosavról, amely 10 Å-nyi távolságra van a retináltól, és 6 Å-re a citoplazmától.
Ezek relat́ıv nagy távolságok, ezért a vázolt modellekben jelentős szerepet játszanak a
v́ızmolekula láncolatok, illetve a konformációs változások [42, 43, 44, 45]. Bizonyos mo-
dellek megkülönböztetik az N és N
′
intermediereket az Asp-96 protonált, illetve depro-
tonált állapota szerint (Schiff-bázis mindkét esetben reprotonált) [46]. Az N állapot(ok)
4 ms-os élettartammal vannak jelen.
A legutolsó köztes intermedier a fotociklusban az O640. Ebben az állapotban tér
vissza a retinál molekula a kezdeti all-transz alakjába, továbbá az Asp-85 deproto-
nizációjával a fehérje molekula visszatér alapállapotú BR570 alakjába [47, 48]. Az O
állapot élettartama 6 ms.
Az előbbiekben vázoltak leginkább a vad-t́ıpusú BR-ra szobahőmérsékleten és sem-
leges pH-n érvényesek. Számos tanulmány mutatja, hogy a különböző körülmények
befolyásolják a fotociklus lefutását. Például magas pH-n 2 N állapotot figyeltek meg,
mı́g alacsony pH-n 2 O állapotot, ami az Asp-96 deprotonálódását későbbre teszi [49].
Több cikkben merült fel, hogy a fotociklus lefolyására hatással vannak egymásra
a trimerekbe rendeződött BR molekulák. Ezt nevezzük kooperativitásnak, és ez azt
feltételezi, hogy a BR a két párhuzamos út közül azt járja be, amelyik közelebb áll
a többi bakteriorodopszin molekula gerjesztettségi állapotához a trimereken belül. A
bakteriorodopszin monomerekben hasonló jelenség nem figyelhető meg, ott a fotociklus
kinetikája nem függ a gerjesztő lézerfény intenzitásától [50, 51].
A fotociklus a fényintenzitás változására megváltozó kinetikával reagál, ez pedig
azt jelenti, hogy a kinetika fényintenzitás függése nem lineáris. Nemcsak a fotociklusba
belépő bakteriorodopszin molekulák száma, hanem legalább a protontranszport egyik
lépésének a sebessége is megváltozik [17].
2.3.2. A fotociklus kinetikai modelljei
Lozier és munkatársai által először javasolt lineáris irreverzibilis fotociklus modellről
(2.4 ábra) hamar kiderült, hogy nem állja meg a helyét a ḱısérletek tükrében. Az előző
fejezetekben is vázolt további kutatások bizonýıtották, hogy több köztes állapot létezik
[11], valamint, hogy a fényelnyeléskor keletkező szabadenergia többlet inkább egyensúlyi
reakciók létrejöttére elegendő az irreverzibilis modell helyett.
Így egyre népszerűbbek lettek az 5 spektrálisan megkülönböztethető állapotnál több
köztes állapotot feltételező soros reverzibilis modellek (2.5), melyek jól magyarázzák a
ḱısérleti abszorpció kinetikai adatokat. A kinetikai sebességállandók változásával, vagy
egyes köztes állapotok kimaradásával (például magas pH-n O) a BR fotociklusának
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2.4. ábra. Lozier és munkatársai által 1975-javasolt modell
hőmérsékleti, illetve pH függései is jól magyarázhatóak. Elmondhatjuk, hogy mára
ezek a fajta modellek a legelterjedtebben használtak.
2.5. ábra. Egy soros reverzibilis modell
Fontos megemĺıteni azonban, hogy más modellek is léteznek a fotociklus kine-
tikájára, például a két M állapot magyarázatára. Egyesek szerint az okot a heterogén
bakteriorodopszin alapállapotban kell keresni. Az egyes alapállapotok ugyanis külön-
külön fotociklusokat ind́ıtanak el, melyek többek között az M állapot kinetikájában is
különböznek [12, 13].
Kouyama és munkatársainak véleménye az, hogy a fotociklus vége (M, N, O
állapotok) más-más úton játszódik le a pH-tól függően. Alacsony pH-nál az N állapot az
O-n keresztül bomlik le. Magas pH-n azonban ez a termikus reakció lelassul, és felhal-
mozódó N állapotot a fény újra gerjesztheti. Ekkor keletkezik az Ms állapot is, mert az
N újabb, a korábbiakhoz hasonló állapotokon keresztül (NL, NM) bomlik alapállapotba
[14].
A párhuzamos fotociklusok egy másik lehetséges modelljét Butt és munkatársai ve-
tették fel először [15], mely szerint a K állapot után elágazás történik és 2 párhuzamos
fotociklus megy végbe. Tokaji és Dancsházy eredményei is ezt az alapállapot után
elágazó párhuzamos fotociklus modellt támogatják [16], de ők a gyors és a lassú kom-
ponens különböző gerjesztő fényintenzitás függése miatt egy kooperat́ıv mechanizmus-
sal is kiegésźıtik a modellt. Papp Elemér és munkatársai korábban egyszerűbb modellt
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vizsgáltak: a fotociklus csak az L állapot után ágazik el két párhuzamos ágra [18]. Ezt
a modellt – spektroszkópiai mérések mellett – vezetőképesség mérések is megerőśıtik.
2.4. A II-es fénygyűjtő komplex szerepe a növényi
fotoszintézisben
A fotoszintézis folyamatai a kloroplasztiszokban, mint specializált sejtszer-
vecskékben játszódnak le. Ezen belül a tilakoid membránok felületén helyezkednek el
azok a transzmembrán fehérje komplexek, amelyek a fény energiáját elnyelve összetett
elektron transzport folyamatok seǵıtségével végső soron cukrot és oxigént álĺıtanak elő.
A fotokémiai reakciók sorozata a klorofillok fényelnyelésével veszi kezdetét. Ezek a pig-
mentmolekulák az első és a második fotokémiai rendszerek (PSI és PSII) fénygyűjtő
komplexeiben (LHC-k) találhatók, és a foton energiájának elnyelése során energia-
gazdag, gerjesztett állapotba kerülnek. A gerjesztési energiát a PSII, illetve PSI re-
akciócentrumok abszorbeálják, ahol töltésszétválás következik be, és lehetővé válik a
v́ızből származó elektronok membránon keresztüli áramlása.
2.6. ábra. Az LHCII molekula térszerkezetel
Az LHCII, a fő fénygyűjtő klorofill-fehérje komplexe a PSII-nek, mely könnyen
beéṕıthető a sejtmembránokba. A 25-27 kDa tömegű izolált LHCII fehérjék maguktól
is śık makroaggregátumot alaḱıtanak ki hosszútávú királis rendezettséggel [90]. Az LH-
CII komplex kromofór csoportjainak nagy sűrűsége ideális alannyá teszi azt a látható
tartományú spektroszkópiai vizsgálatokra, valamint nagyobb sejt egységek fény-anyag
kölcsönhatásainak tanulmányozására. A reakciók fénnyel triggerelhetők, lehetővé téve
dinamikai tulajdonságok vizsgálatát [92, 93]. Ráadásul az LHCII-ből álló śık makro-
aggregátumok spektrális és dinamikai tulajdonságai hasonĺıtanak az LHCII tartalmú
tilakoid membránok tulajdonságaihoz [94].
3. fejezet
Célkitűzés
Jelen disszertációm általános célja, hogy hozzájáruljak a bevezetésben emĺıtett
távlati célokhoz.
Mivel a bacteriorodopszin fotociklusának kinetikájára meglehetősen sok modell
létezik, ezért munkám egyik konkrét céljaként azt tűztem ki, hogy olyan módszert
alkalmazzak, mely seǵıt minél függetlenebb módon közelebb jutni a sok lehetséges fo-
tociklus modell közül a valóságot legjobban léıróhoz.
A 4. fejezetben többek között bemutatom az abszorpció kinetikai jelek rögźıtéséhez
használt optikai spektrométert, valamint a nyers mérési adatok előfeldolgozásához
szükséges eljárásokat. Az 5. fejezet első részében beszámolok az abszorpciós jelek
mérésén alapuló kinetikai modell keresés korábbi módszereiről, azok hozadékairól, il-
letve hátrányairól. Ezután bemutatom a Maximum Entrópia Módszert (MEM), mint
egy alternat́ıv módszert a kinetikai modellek felálĺıtásához. E célból részletezem a
módszer korábbi használatát, továbbá olyan általánośıtását, amely alkalmassá teszi
az abszorpciós kinetikai mérések kiértékelésere, valamint a módszer tesztelését. Az 5.
fejezet második harmadában számolok be a MEM mérési adatokra való alkalmazásáról
és ismertetem a konkrét fotociklus modellt, melyet a módszer legjobban támogat.
Munkám másik részét ugyancsak fény hasznośıtását végző fehérjék (BR mellett egy
magasabb rendű növényi fotoszintézisben szintén akt́ıv részt vevő fehérje - növényi
fény-gyűjtő komplex: LHCII) vizsgálata képezte. Itt azonban a fő cél a fehérjék opti-
kai paramétereinek - törésmutató, vastagság - meghatározása volt a fényhasznośıtási
folyamataik során.
Az ehhez alkalmazott optikai hullámvezető berendezés és mérési módszer rövid be-
mutatása található a 4. fejezet második felében. Az 5. fejezet utolsó harmadában pedig




Anyagok és mérési módszerek
4.1. Mérőberendezések
4.1.1. Optikai spektrométer
A mérőberendezés seǵıtségével egy mikroküvettában található BR minta gerjesztő
fény hatására bekövetkező abszorpciójának változása megfelelő időbeli felbontásban
mérhető (4.1 ábra).
A gerjesztő fényforrásként egy Nd-YAG (Quanta-Ray GCR-130, Spectra-Physics
Lasers Inc., USA) impulzus lézer lett használva. A lézer 1068 nm-nél ma-
ximálisan 450 mJ energiájú impulzusokat tud generálni 10 Hz-es frekvenciával. Egy
beéṕıtett KDP (kálium-dideutérium-foszfát) frekvenciakétszerező kristály és megfe-
lelő szűrőberendezés seǵıtségével a berendezésből 10 mm átmérőjű tiszta (6-7 nm
félértékszélességű) 534 nm-es nyaláb jön ki. A mérések során a nyaláb energiája közel
20 mJ-ra lett álĺıtva, és ha szükséges volt több neutrális sötét 35 %-os szűrővel lett
csökkentve ez az energia. A fény tükrök seǵıtségével lett a mintára iránýıtva.
Az abszorpció-változást mérő fényforrásként egy 50 mW-os halogénlámpa lett fel-
használva, melynek az árama stabilizálva lett a villogás elkerülése érdekében. A lámpa
fényéből interferencia szűrővel lett kiválasztva a megfelelő hullámhossz (pl. M állapot
követéséhez 410 nm-est). (A mérés előtt a fraction cycling és a minta ”nyugalmi”
abszorpciójának megállaṕıtásához 570 nm-en kellett mérni egy abszorpciós értéket, va-
lamint desztillált v́ız abszorpcióját is. Ehhez 570 nm-es szűrő lett alkalmazva.) A mérő
fény gyűjtőlencse-rendszerrel lett fókuszálva a mintát tartalmazó küvettára, majd a
mérőfény egy újabb szűrőn (azonos hullámhosszú, mint a lámpa utáni) és egy interferen-
ciaszűrőn keresztül lett eljuttatva a fotoelektron sokszorozóra (t́ıpusszám, tápegysége:
H.V. Power Supply KFKI NB 239/A).
A küvetta plexiből készült, legfontosabb része a 14 mm széles, 1.3 mm vastag
és 17 mm magas üreg, mert ebben helyezkedik el a mintának az a része, melyet a
gerjesztő- és mérő fény megcéloz. Ez egy 25x50x60 mm3-es rézdobozban helyezke-
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4.1. ábra. I : időźıtő ; FD : fotodióda; SzSz : szürke szűrők; T : tükör ; L : mérőfényforrás ; O :
mérőfény fókuszáló lencserendszer; Sz : interferenciaszűrő ; M : mintatartó ; FM : fotomultiplier
dik el (a rézsźınű csillogó felületek feketére festve a lézer és a mérőfény útjában).
A doboz hőmérséklete a falai között áramló termosztált (VEB MLW Prüfgeräte-
Werk, U1) v́ız seǵıtségével álĺıtható be ± 0.5  C/10 perc-es ingadozással. A mérések
különböző hőmérsékleten lettek elvégezve; a beálĺıtott hőmérsékletek réz-konstantán
termopárra kötött feszültségmérővel voltak nyomon követve. (Keithley 197 DMM). A
doboz mérőfény felőli oldalán egy 5 mm legkisebb átmérőjű kúp alakú nýılás van, mı́g
a hátulján egy szintén 5 mm átmérőjű nýılás. A hátul kilépő mérőfény közvetlenül a
fotoelektron sokszorozóra jut. A gerjesztő fény pedig a hátsó nýıláson lép be a küvet-
ta felé. A lézerfény ilyen módon történő belépését, és a mérőfény zavartalan egyenes
továbbhaladását egy prizmakocka végzi (két azonos méretű, derékszögű üvegprizma
egymás felé ford́ıtásával kapott 20x20x20 mm3-es). Ez úgy van beálĺıtva, hogy a mérő
és gerjesztő fény ugyanazon a helyen haladjon át a mintán, ugyanakkor a mérőfény
zavartalanul haladhasson tovább, valamint a lézerfény úgy érje a mintatartót, hogy
arról minél kevesebb verődjön vissza a fotoelektron sokszorozó felé. Az ilyen jellegű
minél jobb beálĺıtás azért nagyon fontos, mert ha az abszorpciós jel elejébe a gerjesztő
lézerfény is beleszól, akkor a MEM által adott élettartam eloszlásban nagyon rövid
élettartamú hamis komponensek is megjelenhetnek.
Mivel nem állt rendelkezésre időben logaritmikus mintavételű digitális tároló,
ugyanakkor megfelelően nagy időtartományban volt szükség figyelemmel ḱısérni az
abszorpciós változást, ezért a fotoelektron sokszorozó elektromos jele egy T-elágazás
seǵıtségével egyszerre lett eljuttatva két különböző beálĺıtású digitális tárolóra (DSA-
524 Digital Storage Adaptor, Thurlbly-Thandard Ltd., Anglia). A DSA-ák egyenáramú
bemenetei lettek használva. A két DSA-val lineáris időbeosztással felvett jeleket kellett
logaritmikus időskálára később számı́tógépes adatfeldolgozással átvinni. Mindkét DSA
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egy-egy soros port seǵıtségével egy-egy PC-hez kapcsolódik, ı́gy a DSA-k memóriájában
tárolt adatok közvetlenül adatfájlokba menthetők. Egyébként a DSA-k vezérlése ezen
PC-k seǵıtségével történt.
A méréskor a szórt lézerfényt detektáló fotodióda ind́ıtja el a DSA-kat, melyek-
nek létezik egy úgynevezett
”
pre trigger” funkciójuk, aminek a seǵıtségével a gerjesztő
fény ind́ıtása előtt tetszőleges időintervallumban lévő adatokat is rögźıteni lehet. (A
pre trigger időtartama a teljes skála körülbelül t́ız százaléka.) Ez a módszer a re-
lat́ıv abszorpcióváltozás nyomon követéséhez nagyon fontos. A lézerfény felvillanásai
egy Timer t́ıpusú időźıtővel lettek szabályozva. Két lézervillanás között eltelt idő úgy
volt beálĺıtva (2 s), hogy az összes fotociklusba lépett BR-nak is legyen ideje újra
alapállapotba visszatérni.
Mindkét DSA 1024 időpontban digitalizálta a fotoelektron sokszorozón megjelenő
feszültségváltozást. Az egyik DSA 0.2 ms-os csatornaidőre (két digitalizált pont között
eltelt idő) volt beálĺıtva. Így a csatornaidő*1024 nagyságú időbe belefértek a teljes
fotociklus során megjelenő állapotok időbeli abszorpciós változását léıró függvények,
valamint a pre triggerelés alatti idő is. A
”
gyorsabb” DSA, ennél százszor rövidebb
ideig rögźıti az abszorpciós változást (4.2 ábra).
4.2. ábra. A két DSA-val kapott átlagolt jelek
Az összefűzéskor a két DSA jele először önkényes abszorpciós egységekre lett kon-
vertálva. Az I0 kezdeti abszorpció a pre trigger első 90 adatának átlagából lett számolva,
és ehhez lett viszonýıtva az abszorpciós változás. Ezután vehető a
”
gyorsabb” DSA fo-
tociklus indulásakori első adatának, és a
”
lassabb” DSA utolsó adatának logaritmusa.
Ezen két érték közötti intervallumot kell felosztani egyenlő időközű intervallumokra. Az
ı́gy beosztott logaritmikus skála minden osztásához megkereshető a legközelebb levő
idejű DSA jel. Először a
”
gyorsabb” DSA összes lehetséges pontja lett felhasználva,
majd a
”
gyorsabb” DSA legutolsó jelének idejétől a
”
lassabb” DSA pontjai lettek
használva.
A két DSA erőśıtése sajnos nem azonos, ezért ezt korrigálni kellett az összefűzésnél.
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4.3. ábra. Az összeillesztett mérési eredmény
A korrekciós együttható a két DSA azonos időpillanatban felvett jeleinek egymás
függvényében ábrázolva határozható meg (gyakorlatilag a kapott egyenes mere-
dekségéből).
A fent léırt eljárások elvégzése után olyan adatokhoz jutottam (4.3 ábra), amely
már alkalmas volt a MEM általi feldolgozáshoz.
4.1.2. Optikai hullámvezetők elmélete és alkalmazása
Az optikai fénymódusú hullámvezető spektroszkópiát (optical waveguide ligthmo-
de spectroscopy, OWLS) széles körben alkalmazzák hullámvezetőre felvitt vékony
filmrétegek tanulmányozására. Az OWLS szenzor két lényeges eleme az általában
üveghordozóra felvitt néhány száz nanométer vastagságú és nagy törésmutatójú
hullámvezető réteg (dielektrikum filmek) és az ezen kialaḱıtott optikai rács. A rácsot
csak jól meghatározott szögben megviláǵıtva válik lehetővé, hogy a fény (általában
lézer) a dielektrikum filmbe ,,behatoljon” és abban terjedjen. Mivel e hullám evanesz-
cens, ezért a terjedése érzékeny a hullámvezető film határfeltételeire. Ez lehetővé teszi,
hogy a hullámvezetőt felületi érzékelőnek használják. A módszert, többek között fel-
használták fehérje adszorpció [102], lipid kettősrétegek [97] és sejtek [107] vizsgálatára.
Egy háromrétegű optikai hullámvezetőt és az úgynevezett zig-zag modellt [109]
szemlélteti a 4.4 ábra. Ha az S és a C közegek törésmutatói (nS és nC) kisebbek,
mint az F film törésmutatója (nF ), akkor a film határfelületeinél teljes visszaverődés
léphet fel. Vizsgáljunk két ilyen elemi sugarat. A zig-zag modell alapján csak olyan
sugarak terjedhetnek a hullámvezető filmben, melyek kétszeres visszaverődés után in-
terferálnak és erőśıtik egymást (A és C pontoknál a 4.4 ábrán). Az erőśıtés feltétele
megadható az AC − AB = 2dF cosα úthossz különbség, továbbá a határfelületeknél
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4.4. ábra. A 3 rétegű optikai hullámvezető sematikus képe és a zig-zag modell. (S - substrate,
hordozó, általában üveg; F - nagy törésmutatójú hullámvezető film; C - cover, fedő közeg (levegő,
v́ız))




cosα− (ϕ1 + ϕ2) = 2πm (4.1)
Itt dF a hullámvezető film vastagsága, λ a fény hullámhossza, m = 0,1,2, ... a
módus szám. A hullámvezető filmeket (,,optikai chip”) az érzékenység növelése céljából
általában úgy tervezik, hogy csak azm = 0 módus terjedhessen az adott hullámhosszon.
Hullámvezetőbe fény becsatolására szolgál a film felületén (F-C határfelület) kialaḱıtott
optikai rács (Λ rácsállandó). Becsatolásra az S közegből a filmbe belépő fénysugár
rácson történő elsőrendű elhajlását (diffrakcióját) használják fel. Bevezethető egy ef-
fekt́ıv törésmutató :




ahol α0 a hullámvezető śık normálisa és a lézersugár által bezárt szög, n0 a levegő
törésmutatója, λ0 a lézersugár hullámhossza levegőben. A módusok egyértelműen jelle-
mezhetőek az effekt́ıv törésmutatóval, amely a fény vákuumban és a hullámvezetőben
mért fázissebességének hányadosa. OWLS ḱısérletekben az α0 szög változtatásával érik




















Polarizáció szempontjából két különböző módus terjedhet a hullámvezetőben:
transzverz elektromos (TE), melynél az elektromos térerősség y irányú (4.4 ábra) és
ρ = 0, továbbá transzverz mágneses (TM), melynél a mágneses térerősség y irányú és
ρ = 1.
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Az OWLS ḱısérletben nagy pontossággal meghatározható a transzverz elektro-
mos (TE) és transzverz mágneses (TM) módusok becsatolási szögei, melyből meg-
határozhatók az effekt́ıv törésmutatók. Ha ismert továbbá a hordozó (mondjuk üveg)
és fedő réteg (mondjuk levegő, vagy v́ız) törésmutatója, akkor a (4.3) egyenleteket
felhasználva a film paraméterei (nF és dF ) meghatározhatóak.
4.5. ábra. A rácsos optikai hullámvezető szenzor egyszerűśıtett rajza (A hullámos vonal a
hullámvezető film és a minta közötti rácsot jelöli.
Ha a film rétegre felviszünk egy kellően vékony réteget (lásd adlayer a 4.5 ábrán),




























(N/nC)2 + (N/nF )2 − 1
]ρ
dA (4.5)
itt dA és nA az adlayer vastagsága és törésmutatója és mindkét egyenletben a ρ = 0
TE és ρ = 1 TM módusra. Az effekt́ıv törésmutató ugyanúgy számolható, mint (4.2)
egyenletben.
Látható egyébként, hogy az (4.4) egyenlet dA = 0 esetén a 3-rétegű módus-
egyenletbe megy át. Fontos, hogy mı́g a 3-rétegű egyenlet egzakt, addig a 4-rétegű
csak egy közeĺıtés azzal a feltételezéssel, hogy dA jóval kisebb mint λ. Rendszerint
a 3-réteges módusegyenleteket használják a hullámvezető film optikai paramétereinek
meghatározására (vastagság és törésmutató), mı́g a 4-réteges módusegyenletek alkal-
mazhatók a felvitt film vizsgálatára.
Az OWLS mérések egy az ELTE TTK Biológiai Fizika Tanszéken tervezett és ki-
vitelezett Optical Waveguide Lightmode Spektroscopy (OWLS) készülékkel történtek
[97]. A becsatolandó fényt egy 2 és egy 20 mW teljeśıtményű He-Ne lézer szolgálta,
a mérés során ennek az intenzitása, valamint a polarizációja (TE és TM módusok
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előálĺıtásához) változtatva lett. A He-Ne lézerfénnyel merőleges irányból egy Ar-ion
lézert (458 nm, 200 mW) alkalmaztunk a b́ıbormembrán és LHCII rétegek gerjesztésére
vagy fényérzékenységük megváltoztatására. Annak érdekében, hogy a szóródott kék
lézerfény ne juthasson a mérő fotodiódákba, szűröket helyeztünk a fotódiódák elé (4.5
ábra). A ḱısérletekben ASI 2400 t́ıpusú hullámvezető érzékelőket használtunk (Mik-
rovákuum KFT).
Az ASI 2400 hullámvezetőben csak a TM és TE nulladik módusa terjedhet a He-Ne
lézer hullámhosszán (632.8 nm). A hordozó üveg (S - substrate) és a fedő (C - cover)
réteg (4.5 ábra) törésmutatója ismert (nS=1.52, nC pedig v́ız vagy levegő). A méréshez
használt aktuális hullámvezető film (F - film) törésmutatóját (nF ) és vastagságát (dF )
(4.3) egyenlet alapján határoztuk meg, és ezt használtuk a későbbi számolásokhoz.
4.2. Anyagok
4.2.1. B́ıbormembrán minták az optikai spektroszkópiához
A felhasznált b́ıbormembrán és LHCII preparátumok a Szegedi Biológiai Központ
Biofizikai Intézetéből származnak, ahonnan koncentrált formában kaptuk. A pre-
parálást is Szegeden végezték (az LHCII minták előálĺıtása Simidjiev [103] léırása
alapján történt).
Az ı́gy kapott BR koncentrátumok mélyhűtőben lettek tárolva -8  C-on, és csak a
használat előtt lettek felengedve lassan 4  C-os hűtőben. A BR koncentrátumok optikai
sűrűsége (OD) 570 nm-en 3-5 között változott, ezt a koncentrált b́ıbormembrán oldatot
a következőkkel h́ıǵıtottuk:
– desztillált v́ızzel (pH 7.5) a semleges pH-jú kis ionerősségű mintákhoz
– NaOH-val ( 300 mM, pH 8.7) a magas pH-jú kis ionerősségű mintákhoz
– HCl-el ( 500 mM, pH 4.2) az alacsony pH-jú kis ionerősségű mintákhoz
– megfelelő arányú Na2HPO3 és NaH2PO4-ből késźıtett foszfát pufferrel (∼ 50mM)
az általunk elérni ḱıvánt pH-jú mérésékhez, az ionerősség ebben az oldatban
közepes
– a foszfát puffert 100 mM-os NaCl oldattal is kevertük, ha még magasabb
ionerősséget ḱıvántunk elérni
A minták a mérések előtt és a mérések között, valamint a hőmérséklet változtatása
közben is 50 mW-os halogén lámpa fényével lettek folyamatosan fényadaptált
állapotban tartva. A lámpa és a minta között megfelelő hőszűrőt alkalmaztunk a minta
nem ḱıvánt melegedését elkerülendő.
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4.2.2. A b́ıbormembrán és az LHCII rétegek előálĺıtása az
OWLS mérésekhez
A b́ıbormembrán és LHCII rétegek hullámvezetőn való előálĺıtásához 1-5 μl szusz-
penzió lett cseppentve a becsatoló rács közepére. A v́ız elpárolgása után egy kb.
3 mm átmérőjű száraz pötty maradt vissza a felületen. A rétegfilm vastagságának
dA változtatásához a szuszpenzió h́ıǵıtva lett (20-2000), melyhez desztillált v́ız lett
használva, hogy a különböző sók kikristályosodása elkerülhető legyen. Ezzel az eljárással
dA értékét 20-tól néhány száz nanométerig lehetett változtatni a mérések során. Ennek a
módszernek az a hátránya, hogy a rétegfilm vastagsága nem egyenletes, ami a rétegfilm
inhomogenitásához vezet [96] és a rétegfilm reprodukálhatósága kicsi (érzékeny a hid-
rodinamikai áramlásra a cseppben, a felület tisztaságára stb.).
A 4.6 ábra bemutatja a b́ıbormembrán réteg időbeli fejlődését a hullámvezető
felületén. Az első spektrum (a) a rácseppentés előtt lett felvéve, ahol a fedőréteg levegő
volt. Ennek seǵıtségével a 3-rétegű módusegyenlettel nF -t és dF -t meg lehet határozni
(jelen esetben: nF = 1.7683 és dF = 189 nm). A csepp ráhelyezése után (b) a változást
elsősorban a fedőréteg megváltozása (v́ız) okozza, de még ekkor is alkalmazható a 3-
rétegű módusegyenlet (4.3). Száradás közben (kb. 30 perc) a spektrum lényegében nem
változik. A száradás végén a spektrum hirtelen változik meg (c) a b́ıbormembrán réteg
kialakulását jelezve. Ekkor a spektrum szerkezete 4-rétegű egyenlettel (4.4) ı́rható le
(S-F-A-C, ahol A a b́ıbormembrán vagy LHCII réteg, mı́g C a levegő).
4.6. ábra. A rácsos optikai hullámvezető szenzor egyszerűśıtett rajza (A hullámos vonal a film és a
minta között jelöli a rácsot.
A száradás után a spektrum nem változik észrevehetően és a b́ıbormembrán illetve
LHCII filmrétegek stabilak maradnak legkevesebb néhány napig.
5. fejezet
Eredmények
5.1. A kinetikai modell illesztések matematikai
módszerei
A fotociklus során mért abszorpcióváltozások illesztésére legtöbbször a nemlineáris
legkisebb négyzetek módszerének valamelyik algoritmusát használják. Erre a következő
a magyarázat.
A fotociklus modellt le lehet ı́rni és meg lehet oldani a kémiai kinetikai módszerrel.

















O k11→ BR és N k12→ BR (5.1)
ahol k1, . . . , k12 értékek a reakció kinetikai sebességek és K, L, M1, M2, N, O, BR a
bakteriorodopszin különböző állapotai.
Az (5.1) egyenletben vázolt fotociklus modell a következő lineáris közönséges
differenciálegyenlet-rendszer alakban ı́rható fel (mátrix alak, feltételezve, hogy csak
















−k1 k2 0 0 0 0 0
k1 −(k2+k3) k4 0 0 0 0
0 k3 −(k4+k5) k6 0 0 0
0 0 k5 −(k6+k7) k8 0 0
0 0 0 k7 −(k8+k9+k12) k10 0
0 0 0 0 k9 −(k10+k11) 0














ahol C1, . . . , C6 és BR a köztes állapotok, illetve a BR alapállapotának időfüggő
koncentrációját jelöli. Mivel az (5.2) egyenletben a mátrix redundáns (az utolsó oszlop
végig nulla, mert a fotociklus végéig nem keletkezik az alapállapotból köztes állapot),
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−k1 k2 0 0 0 0
k1 −(k2+k3) k4 0 0 0
0 k3 −(k4+k5) k6 0 0
0 0 k5 −(k6+k7) k8 0
0 0 0 k7 −(k8+k9+k12) k10
0 0 0 0 k9 −(k10+k11)













A BR(t) koncentrációja pedig megkapható az anyagmegmaradás törvénye alapján:




ahol C0 a BR molekulák teljes koncentrációja (köztes és alapállapotban együtt) és
n = 6 a konkrét fotociklus modell esetén . Az (5.3) egyenlet általánośıtása n állapotra
tömör alakban pedig a következőképp ı́rható le :
dC(t)
dt
= K · C(t) (5.5)
ahol C a köztes állapotok koncentrációinak vektora (C1, . . . ,Cn) elemekkel, mı́g K
az adott kinetikai modellre jellemző sebességi állandókból (ki) álló nxn-os mátrix. A
konkrét (5.1) modell esetén az n értéke 6.
Egy ilyen lineáris differenciálegyenlet-rendszer megoldható a K mátrix
sajátértékeinek és sajátvektorainak seǵıtségével [70]. Általánosságban egy nxn-es




= −k∗j · ξj (5.6)
ahol j = 1, . . . , n és (−k∗j ) azért van csillaggal jelölve, mert ezek az ún. ,,látszólagos”
sebességi állandók és nem egyeznek meg a reakció kinetikai sebességekkel.
Ezek alapján az (5.5) egyenlet egy megoldása például ez a kifejezés.
C(t) = exp(−k∗j · t) · ξj (5.7)





aj · e−k∗j ·t · ξji =
n∑
j=1
cij · e−k∗j ·t (5.8)
ahol cij = aj · ξji.
Az aj együtthatókat a kezdeti feltételek határozzák meg. A BR fotociklusában,
kezdeti gyors lézerimpulzust használva, a kezdeti feltételek a következők: C1 = 0 és
C2 = . . . = Cn = 0. Az (5.5) egyenletben szereplő különböző köztes állapotokhoz
tartozó cij-k és 1/k
∗
j -k láthatóak az 5.1 ábrán.
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5.1. ábra. A reverzibilis fotociklus modell (5.1) közbenső állapotaiból számolt élettartamok diszkrét
eloszlásai (pH=7 és T=20 ◦C-on a [71]-ből vett sebességi állandókból számolva)
A fotociklus alatti abszorpciós változások az (5.8) egyenlet seǵıtségével a köztes
(εi(λ)) és az alapállapotok (εBR(λ)) extinkciós együtthatóiból meghatározhatók. Adott
hullámhosszon az abszorpció a gerjesztés előtt :
A0(λ) = C0 · εBR(λ) (5.9)




Ci(t) · εi(λ) + BR(t) · εBR(λ) (5.10)
Az abszorpció változást az (5.10) és (5.9) egyenletek különbsége adja, melyet a
következő alakban ı́rhatunk:
ΔA(λ, t) = A(λ, t)− A0(λ) =
n∑
i=1
Δεi(λ) · Ci(t) (5.11)
ahol az (5.4) egyenlet lett felhasználva és a Δεi(λ) = εi(λ) − εBR(λ) jelölés is
bevezetésre került. Az abszorpciós változást különböző hullámhosszakon mérhetjük a
fotociklus ideje alatt.
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Δεi(λ) · cij · e−k∗j ·t =
n∑
j=1
bj(λ) · e−k∗j ·t (5.12)
ahol Δεi(λ) a λ hullámhosszon mért adott i közbenső állapothoz tartozó
alapállapothoz viszonýıtott extinkciós együttható és bj(λ) =
∑n
i=1 Δεi(λ) · cij.
Összefoglalva az eddigi matematikai levezetéseket, ha a különböző hullámhosszakon
megmérjük az abszorpció változását az időben ΔA(λ, t), akkor ezeket az (5.12) egyen-
letben feĺırt nemlineáris függvényekkel kell illeszteni.
Ezek alapján a ,,látszólagos” sebességi állandók és bj értékek meghatározására tet-
tek ḱısérletet már igen korán Xie és munkatársai [52], felhasználva a nemlineáris leg-
kisebb négyzetek illesztési módszerek közül a VARP (variable projection) algoritmust,
melyet Golub és munkatársa dolgoztak ki [53]. Felismerték azonban, hogy mivel a
fotociklus közbenső állapotainak a száma nem tudható előre, minél több állapotot
feltételeznek (2-7 állapotot), annál jobb illesztést kapnak. Így az illesztés jósága nem
egy mérvadó paraméter annak eldöntésére, hogy hány közbenső állapot létezik. Másik
fontos dolog, hogy a kezdőparaméterek helyes megválasztására is érzékeny a módszer,
mivel globális minimum helyett elképzelhető, hogy csak egy lokális minimumot talál.
Még bonyolultabbá válik a helyzet, ha már nemcsak a ,,látszólagos” sebességi
állandókat és bj értékeket, hanem az extinkciós együtthatókat és a valódi sebességi
állandókat (tehát magát a valós fotociklus modellt is) szeretnék meghatározni. Meg-
mutatható ugyanis, hogy végtelen sok K mátrix adhatja ugyanazokat a bj és k
∗
j
értékeket azzal együtt, hogy megfelelően pontosan illeszti az abszorpció mérési ada-
tokat. Ezért dolgozta ki Nagle a direkt nemlineáris legkisebb négyzetek módszerét,
melyben kihasználta azt a két feltételezést, hogy az extinkciós paraméterek nem függ-
nek a hőmérséklettől és a sebességi álladóknak Arrhenius-t́ıpusú hőmérséklet függése
van [77]. Ekkor megfelelő számú hőmérsékleten és hullámhosszon mérve, de továbbra is
feltételezve a köztes állapotok számát, meghatározhatóak voltak az extinkciós együtt-
hatók, és sebességi állandók.
Ha az extinkciós együtthatók egy független módszerrel meghatározhatóak lennének,
akkor az leegyszerűśıtené a sebességi állandók illesztését a Nagle módszerrel. Ezt tették
Gergely és munkatársai, amikor az úgynevezett SVD (single value decomposition)
seǵıtségével meghatározták mennyi különböző spektrumú köztes állapot van, majd az
ı́gy kapott érték alapján Monte Carlo algoritmus seǵıtségével invertálták az (5.11)
egyenletet, hogy megkapják az extinkciós paramétereket [75]. Mivel a Monte Carlo
módszerben a koncentrációk pontosabb beálĺıtásához kvázi modell független feltételeket
használtak (mint például, hogy ha egy koncentráció elkezdett csökkenni az időben akkor
már nem tud nőni később) az ı́gy kapott extinkciós együtthatók is modell függetlenként
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tekinthetők.
Az ı́gy kapott extinkciók seǵıtségével (5 spektrálisan különböző köztes állapotot
azonośıtottak) már pontosabban használhatták a fent ismertetett Nagle módszer foto-
ciklus modellek meghatározására, mint például Ludmann és munkatársai tették [71].
Azonban továbbra is fennmaradt az a limitációja a módszernek, hogy a számolás előtt
rögźıteni kellett a köztes állapotok számát, ı́gy több modell is hasonlóan jó illesztést
tudott adni az abszorpciós adatokra. Épp ezért a további fotociklus modell keresések
során szintén alkalmaztak független döntési kritériumokat, mint például a sebességi
állandók Arrhenius-t́ıpusú hőmérséklet függése.
5.2. A Maximum Entrópia Módszer
Az előzőekből látható, hogy a legelterjedtebb kinetikai modell meghatározási
módszerek esetén a BR kinetikájának összetettsége, a köztes állapotok nagy száma,
illetve azok széles és erősen összeolvadó abszorpciós sávjai miatt, lényegében több
különböző kinetikus modell is elfogadható [75]. Ráadásul ezen módszerekben a köztes
állapotok számát az elemzés elején fel kell tételezni, valamint a hozzájuk tartozó ab-
szorpciós spektrumokat ismerni kell. Így maga az illesztési folyamat már tartalmazni
fog prejudikált információt a kinetikus folyamatról. Ez pedig megneheźıti a pontos
konklúziót a lejátszódó kinetikus folyamatokról.
Az is további problémákat vet fel ezen módszerekkel kapcsolatban, hogy egy-
szerű diszkrét exponenciális függvényeket használnak a biológiai anyagok kine-
tikájára, habár még a legegyszerűbb fehérjék szerkezete, funkciója és esetleges ko-
operációja is meglehetősen bonyolult lehet. A biológiai folyamatok komplexitása
és nem-linearitása szükségszerűen maga után hozza a kinetikai folyamatokban az
élettartam eloszlások kiszélesedését, ami kérdésessé teszi a diszkrét exponenciális alapú
kiértékelések használhatóságát [54, 55]. Másrészt minél több diszkrét exponenciálist
(köztes állapotot) alkalmaznak az illesztés során, annál kisebb eltérést kapnak a mért
és illesztett adatok között. Ez pedig magával hozhatja azt a téves következtetést, hogy
a több köztes állapotú modell a jobb a kisebb négyzetes eltérés miatt.
Ha létezne egy olyan módszer, mely a fentieket valamilyen módon kezelni tudná,
akkor szűḱıthetnénk vele az elfogadható modellek körét, valamint következtetéseket
vonhatnánk le a BR fehérje komplexitásáról.
A Maximum Entrópia Módszer (MEM) alapötlete, hogy pozit́ıv számokból álló
halmazra entrópiafüggvényt lehet definiálni. Ha ezeket a pozit́ıv számokat használjuk
mért értékek illesztéséhez, miközben maximalizáljuk az entrópiát, de egyidejűleg a
mért adatokhoz való eltérést is minimumon tartjuk, akkor az illesztési paraméterek egy
meghatározott alhalmazát kapjuk eredményül a sok lehetséges, jó illeszkedést garantáló
paraméterek halmaza közül. Feltételezhető, hogy ezek nem tartalmaznak zajból eredő
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szerkezeti információkat, valamint plusz információ sem szükséges a mért értékekről
[57]. Tehát ez a módszer nem vezet be olyan hamis korrelációkat, melyeket a ḱısérleti
adatok nem támasztanak alá.
Bár MEM-et eredetileg asztronómiai képek feljav́ıtására tervezték [57, 58], már si-
keresen használták több tudományterületen is : nagy időfelbontású fluoreszcens spekt-
roszkópia [55, 59, 60], ligandumok kötési sebességének meghatározása [54, 61], röntgen-
és gamma-sugaras krisztallográfia [62, 63] és neutronszórás [64]. A MEM a fenti alkal-
mazások szerint tehát lehetőséget ad arra, hogy ḱısérleti adatokból meghatározzuk a
folyamatra jellemző lehetséges sebesség eloszlásokat függetlenül a kinetikai modelltől.
A módszer által kalkulálható csúcsok számából, poźıciójából és szélességéből pedig
következtetéseket lehet levonni immáron a kinetikai folyamatok modelljéről és tulaj-
donságairól [54]. A fejezet további részében megismerkedünk, hogy alkalmazták ezidáig
az algoritmust kinetikai folyamatokra.
Tekintsük a koncentrációváltozás (5.8) egyenletét, vagy az abszorpcióváltozás (5.12)
egyenletét és tegyük fel, hogy nem n db köztes állapot van, hanem végtelen sok. Ekkor




f(τ) · e−t/τd(τ) (5.13)
Ahol f(τ) értéke lehet pozit́ıv vagy negat́ıv. Belátható, hogy az F (t) tulajdonképpen az
f(τ) ,,látszólagos” élettartam eloszlás Laplace transzformáltja. Mivel a továbbiakban
numerikus megoldásokat fogunk keresni, ezért célszerű a (5.13) egyenletet diszkrét
alakban feĺırni, valamint az eloszlás függvényt logaritmikus időskálán érdemes defi-
niálni, mivel a BR kinetikai folyamatainak időbeli lefolyása az időállandók skáláján
több nagyságrendet foghat át. Definiáljuk ezen folytonos eloszlás numerikus közeĺıtése
során az azonos intervallumokat szintén logaritmikus skálán. Ebben a közeĺıtésben a






ahol fj tetszőleges előjelű számok az abszorpciós kinetikus folyamat diszkretizált
időállandó-eloszlás együtthatói (az fj-k megfeleltethetőek az (5.8) egyenletben feĺırt
cij-knek vagy az (5.12) egyenletben feĺırt bj(λ)-áknak, valamint a τj-k megfeleltethetőek
a mindkettőben lévő 1/k∗j -nek).
Valós mérések során az adatok mindig zajosak, ami azt jelenti, hogy sosem lehet
teljes egyezést elvárni az illesztett függvény ((5.14) egyenlet) és a mért adatok között.
Az f1...N együtthatóknak a minimum eltérés feltételét kell kieléǵıteniük. Az illeszkedés
hibáját definiálni lehet a szokásos módon a χ2 statisztikával, azaz a mért és számı́tott
értékek (a sebességi állandók Laplace transzformáltja) eltérés négyzetének és zajból
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ahol a D1...m a mért adatok a t1...m időpillanatban, valamint σi az adott ponthoz tar-
tozó normális szórás értéke. Általában a C = 1 feltétel elfogadható, mert ekkor a mért és
számı́tott értékek közötti átlagos eltérés megegyezik a zajból eredő szórással. Amennyi-
ben 1-nél kisebb értéket kapunk eredményül, akkor a zajra illeszkedett a függvény.
Nagyon sokszor nem tudjuk σi-t meghatározni a ḱısérleti adatokból, ekkor az illesztés
akkor fejeződik be, ha a négyzetes eltérés nem változik számottevően újabb iterációk
hatására.
Az f1...N együtthatókból entrópia függvényt többféleképpen is lehet definiálni.
A MEM módszer eddigi alkalmazásainál számos defińıciót felhasználtak (például a
Shannon-féle információs entrópiát [66, 67]), azok azonban azonos eredményekre vezet-












melyben Aj-k az fj-k kezdeti értékei, melyek maximalizálják a kiindulási entrópiát.
A (5.16) egyenletben szereplő defińıció azonban nem értelmezhető a fj negat́ıv
értékekre, ami viszont elfogadott volt az (5.14) egyenletben. Ezen probléma megoldását
később mutatom be, most tekintsük át hogyan használta fel Skilling és Bryan az (5.15)
és (5.16) egyenletekben szereplő defińıciókat a megoldásban [57].
A MEM elméleti alapjait az adja, hogy ḱısérleti adatok feldolgozásánál azon sok
megoldás közül, melyek jól illeszkednek, a MEM egy megoldást választ ki. Esetünkben a
BR fotociklusának lefolyását az abszorpcióváltozással követjük egy-egy hullámhosszon.
Ezen ḱısérleti adatokhoz keresünk olyan amplitúdó eloszlást, mely a ḱısérleti adatokat
adott pontossággal közeĺıti. Általában nagyon sok lehetséges megoldás van, melyek
közül a MEM konzekvensen egy (lehetséges) megoldást választ ki.
Az 5.2 ábra leegyszerűśıtve szemlélteti a MEM-et három amplitúdó (f1, f2, f3)
és f1 + f2 + f3 = 1 normálás esetén. A kontúrok az S=áll. vonalak, az entrópia a
középponttól kifelé csökken. A C hibafüggvény viselkedését az árnyékolt tartomány
szemlélteti : a középpontban (A) a ḱısérleti adatok pontosan illeszkednek (C=0), mı́g
az ellipszis kontúr a C = Caim feltételt adja. Ezen végtelen sok megoldás (ellipszis
kontúr) közül a MEM egyértelműen egy megoldást ad: B pont az ábrán. A B pont a
maximum entrópia megoldás a C = Caim mellékfeltétellel. Amennyiben a C ≤ Caim
kiterjed a feltétel nélküli entrópia maximumig (középpont), akkor az adatok túl zajosak,
információ nem nyerhető a mérésből.
Ahogy a példán keresztül is láttuk a maximum entrópia feltételének teljeśıtéséhez
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5.2. ábra. A Maximum Entrópia Módszer szemléltetése 3 dimenziós keresési tér esetén [57].
olyan fj értékek szükségesek, amelyek maximalizálják az S függvényt miközben C ≤
≤ Caim, ahol Caim ≈ 1 a jó illeszkedés feltétele. Bevezetve az α Lagrange multiplikátort
a feladat átfogalmazható a Q = αS − C kifejezés extrémumának keresésére valamely
megfelelő α értékre. Az utóbbi feladat megoldható iterat́ıv algoritmus seǵıtségével.
Állandó eloszlásból indulva (fj = const.) iterációval az α értékének változtatásával
megkapjuk a megoldást. Azonban Q, S és C nem lineáris függvénye fj-nek és a keresési
tér is N -dimenziós. Ezen nagy keresési tér (N akár több száz is lehet) helyett, Skilling
és Bryan javasolta [57], hogy vezessünk be egy olyan alteret, amelynek irányai jól
jellemzik a következő iterációs lépés keresési irányait, és ebben az altérben fejtsük sorba
















































Mivel az (5.18) egyenletben definiált irányok nem ortogonálisak, ezért a vektorokat
normálva és az (5.19) egyenletben bemutatott metrikus tenzort használva ortonormáltá
célszerű tenni. Ráadásul ezt a metrikus tenzort használva a probléma még egyszerűbbé
válik, mivel ez éppen az (5.16) egyenlettel definiált entrópia második deriváltjának
mı́nusz egyszerese a mértéktranszformációt is elvégezve. (Ezért nevezte Skilling és





5. FEJEZET. EREDMÉNYEK 30
Vezessük be az iterációs lépések irányvektorának komponenseire az xμ (μ = 1, 2, 3)
jelölést, valamint közeĺıtsük az entrópiát és a négyzetes eltérést az adott iterációs pont-
ban a következő másodrendű sorfejtési alakkal :


























Hasonlóan feĺırható a C négyzetes eltérés függvényére is ez a kvadratikus közeĺıtés.
A három dimenziós ortonormált altérben a metrikus tenzor és a Cμν egyszerre dia-
gonalizálásával az Sμν is diagonalizálódik az entrópia metrikának köszönhetően, ı́gy az
összes másodrendű tag egyszerre hozható egyszerű alakra, ami ismét jelentősen egy-
szerűśıti a számolásokat. Így az eddigiekben definiált altérben kell Q′-t maximalizálni
az adott α értékre úgy, hogy a választott α-ra a kvadratikus közeĺıtés még érvényes le-
gyen (ezt h́ıvják ,,α-chop” módszernek, lásd [57]). Ezután xμ-ket visszatranszformáljuk
az fj térbe, ezzel megkapva a következő iterációs értékeket. (A MEM átdolgozása során
az ,,α-chop”-ot egy olyan algoritmussal valóśıtottuk meg, mely ellenőrzi a kvadratikus
közeĺıtés és a valódi S és C függvényértékeket. A relat́ıv eltérést 10−3-nál kisebb értéken
tartottuk.)
Adott iterációs lépésben, ha megtaláltuk a maximális Q′ értéket, akkor az xμ koor-
dinátákat vissza kell transzformálni az N -dimenziós amplitúdó-térbe:
fnewj = f
old









ahol már figyelembe vettük az entrópia mértéket.
5.2.1. A módszer adaptálása a BR kinetikájának vizsgálatához
Ahogy láttuk a korábbi kinetikai folyamatok modellezése során a MEM algoritmus-
nak csupán 3 feltételnek kellett megfelelnie: pozitivitás, maximum entrópia és mini-
mum eltérés a zajos adathalmazra. A probléma, amire most a MEM-et alkalmazni kell
sokkal bonyolultabb. Abszorpciós kinetikai méréseknél időben csökkenő (negat́ıv fj-k)
és növekvő (pozit́ıv fj-k) komponensek is előfordulhatnak, ráadásul ezek integráljai
sok esetben meg is kell egyezzenek egymással. Ezek a plusz kényszerfeltételek olyan
problémákat okoznak az előbb tárgyalt algoritmusnak [54, 57, 58, 65], melyet az nem
képes megoldani változatlan formában. A továbbiakban 2 módszert mutatok be, ame-
lyekkel ki lehet terjeszteni a Skilling és Bryan által ismertetett általános algoritmust
[57], hogy kezelje az előbbieket.
Az egyik lehetőség [83], ha az fj-k abszolút értékeit használjuk az entrópia












Az abszolút érték használata néhány bonyodalmat okoz a MEM eljárásban. A
probléma a fj-k előjelének az elemzés során bekövetkező változásával kapcsolatos. Az
entrópia mérték használatának a következménye [57, 78] - ami a MEM működésének
egy kulcsfontosságú feltétele - ugyanis előnyben résześıti a magas fj értékek gyors
változtatását a kicsikhez képest az iterációs lépések között. Akkor nincs probléma,
ha a fj amplitúdók mind pozit́ıv értékek, de mint emĺıtettem esetünkben ez nem ı́gy
van. Egyenletes eloszlásból, azaz állandó fj értékekből kiindulva (valamely választott
előjelről), az iterációk során néhány fj-nek pozit́ıvnak, néhánynak negat́ıvnak kell len-
nie, tehát biztosan lesz köztük előjelváltó. Az entrópia metrika azonban megvédi az
előjel váltástól a fj-ket, ezáltal eltorzult képet kapunk csak eredményül az amplitúdó el-
oszlásra. A probléma elkerülésére ajánlatos a MEM elemzést 2 részletben végrehajtani.
Első lépésben az élettartam térben a következő módszerrel meghatározzuk azokat a
tartományokat, ahol a fj-k pozit́ıvak illetve negat́ıvak. Az (5.14) egyenletben egy
állandó értéket hozzáadunk a fj paraméterekhez eltolva ezzel az amplitúdó spekt-
rumokat és az ennek megfelelő eloszlást hozzáadjuk az abszorpciós változáshoz. A
megváltoztatott abszorpciós adatokból MEM illesztéssel meghatározhatók a fj pa-
raméterek lehetséges zérushelyei. Második lépésben (a tényleges MEM elemzésben) a
fj amplitúdók előjel információit felhasználjuk az (5.22) egyenletben a kezdeti Aj amp-
litúdó eloszlás előálĺıtásakor (állandó eloszlás, de a megfelelő helyeken előjel váltással).
A másik lehetőség az [78], hogy megtartjuk az eredeti entrópia definiciót (5.16 egyen-
let), de feltételezzük a következőket (legalábbis néhány kitüntetett állapot esetén):
– a pozit́ıv és negat́ıv élettartamok egymástól jól elkülönülnek az élettartam térben.
Ez például nagyon jól teljesül a BR közepes sebességű köztes állapotai esetén,










– az élettartamok összege nulla. Ha az abszorpció gyakorlatilag megfelel egy
adott köztes állapot koncentrációjának (ha az adott állapot extinkciója bizonyos
hullámhosszakon erősen dominál), akkor azon termék abszorpciója A = 0 t = 0-
ra és t = ∞-re. A köztes állapotok koncentrációira ez pedig szintén igaz (C = 0







fj = 0 (5.24)
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Rögźıtsük tehát előre, melyik j értékek alatt lesz negat́ıv, illetve felette pozit́ıv fj
értéke, valamint induljunk egy olyan sima eloszlással, amelyik kieléǵıti a (5.24) egyenle-
tet, és ezután alkalmazzuk az eredetileg Skilling és Bryan által kidolgozott algoritmust,
természetesen az Fi értékek kiszámı́tásánál figyelembe véve az fj rögźıtett előjeleit (lásd
(5.14) egyenlet). Azt gondolhatnánk ezek után, hogy megkapjuk a megfelelő élettartam
eloszlást. Azonban az iterációk során a (5.24) egyenlettel feĺırt feltétel hamar elromlik
és nem kapunk jó megoldást. Éppen ezért a következő változtatásokat érdemes be-




−1 if j  n1
+1 if j > n1
(5.25)
akkor a (5.24)-es egyenletet át lehet ı́rni egyszerű skalárszorzat alakba:
ie · f = 0 (5.26)
Ami azt jelenti, hogy a probléma megoldása egy N − 1 dimenziós hiperśıkban
található, amely merőleges az ie vektorra. Ha az algoritmust úgy alaḱıtjuk át, hogy
minden egyes iterációnál figyelembe vesszük ezt a feltételt, akkor az természetesen végig
igaz marad. A (5.21), (5.24) és (5.26) egyenletek seǵıtségével ezt a kritériumot ki lehet



















Tehát a feltétel végig teljesül, ha az xμ vektort egy olyan śıkból választjuk ki az











μ = 0 (5.29)
Ezt a kényszerfeltételt úgy éṕıthetjük be az algoritmusba, hogy a 3 dimenziós
altérben értelmezett eg vektor, mint normálvektor által kijelölt śıkban keressük csak
az x vektort. Így amikor kiszámoltuk a 3 dimenziós altér vektorait – és a metrika, va-
lamint a normálás seǵıtségével egy normált euklideszi teret kapunk – az új koordináta-
rendszer z tengelyét beforgatjuk az eg irányába. Ezen transzformációk végrehajtása
után egy dimenziócsökkentést hajthatunk végre, hiszen csak az új koordináta-rendszer
(x-y) śıkjában fekszenek a jó megoldások az előbbiekben ismertetettek szerint.
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5.2.2. A MEM tesztelése
Az előző fejezetben láthattuk, hogyan kell a MEM-et módośıtani, hogy tetszőleges
abszorpciós vagy köztes állapot koncentrációjának elemzésére használhassuk és meg-
kaphassuk a bj(λ) vagy cij amplitúdó eloszlást, a k
∗
j sajátértékeket, valamint a köztes
állapotok számát (n) (lásd az (5.12) és (5.8) egyenleteket). Ebben a fejezetben néhány
teszt adatsoron keresztül azt láthatjuk, hogy az ı́gy kifejlesztett algoritmus helyes
értékeket ad.
A MEM elemzés tesztelését először a következő speciális esetre alkalmaztuk [78].
Azt feltételeztük, hogy az abszorpciós változás 410 nm-en megközeĺıtőleg arányos az
M állapot koncentrációjával ((5.11) egyenlet) és hogy a negat́ıv és pozit́ıv (csökkenés
és növekedés) koncentráció amplitúdók az (5.8) egyenletben jól elkülönülnek az
élettartamok terében.
Így tehát a 410 nm-es hullámhosszon mért BR abszorpciós változásának méréseihez
hasonló adatokat generáltunk különböző mértékű véletlenszerű zajjal, ahol az
élettartam térben lévő bj(410nm) eloszlások különböző szélességű Gauss eloszlásokkal
voltak szimulálva, valamint figyelembe volt véve az a feltétel is, hogy az összin-
tegrál nulla legyen. 200, logaritmikusan egyenletes, pontban generáltunk időállandó
eloszlás adatokat 10−3-tól 103 ms-ig. Az első fele az adatoknak az időben növő, mı́g
a második a csökkenő folyamatokat jellemzi. A Gauss eloszlások normáltak voltak
0.042 ms (emelkedő) és 4.2 ms (csökkenő) középponttal. 4 különböző szélességű Gauss
eloszlást generáltunk (100.075, 100.15, 100.3 és 100.45). A különböző szélességű Gauss el-
oszlásokkal lehetőség nýılt modellezni azt a kiszélesedést, amit a fehérjék környezetei
okoznak miközben azok kölcsönhatnak a szomszédos fehérjékkel vagy amit a fehérje
saját dinamikus fluktuációi hozhatnak létre. Az élettartam eloszlások Laplace transz-
formálva lettek a mesterséges abszorpció változások időfüggésének kiszámı́tásához,
majd 4 különböző szórású Gauss zajt adtunk hozzájuk (100.001, 100.005, 100.01 és 100.05).
Valódi méréseknél zaj mindig van, ami az élettartam eloszlás kiszélesedését okozhat-
ja. A teszt célja ebben az esetben az volt, hogy megvizsgáljuk, vajon ennek a két
különböző eredetű kiszélesedésnek a megkülönböztetése lehetséges-e. Az 5.3 ábra a
különböző élettartam eloszlásokat mutatja, mı́g a 5.4 ábrán az abszorpció időfüggéséhez
hozzáadott zaj hatása látható.
A generált abszorpciós adatokat elemeztük a MEM-mel. Az eredmények két
határesetét az 5.5a és b valamint az 5.6a és b ábrákon láthatjuk. Az 5.5a ábrán egy olyan
zajos abszorpciós adatra történő illesztést láthatunk, melynek élettartam eloszlása kes-
keny. Az 5.5b ábrán jól megfigyelhető az élettartam eloszlás zajból eredő kiszélesedése.
A másik esetben a kiindulási élettartam eloszlás széles, de a zaj kicsi. Az 5.6a ábra
mutatja a MEM illesztést az abszorpciós adatokra, mı́g az 5.6b ábrán a kiindulási
és a MEM illesztésre kapott élettartam eloszlások láthatók. A zajból eredő hatások
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5.3. ábra. A négy generált élettartam eloszlás, melyek kieléǵıtik a (5.24) egyenletet.
5.4. ábra. A 100.15 félérték szélességű eloszlás időbeli lefutásai a különböző nagyságú zajokkal
a utóbbi esetben lényegében elhanyagolhatók és az eloszlásra kapott MEM illesztés
megközeĺıtőleg Gauss eloszlású. Gyakorlatilag meglehetősen jól illeszkednek egymáshoz
a generált és a MEM által adott illesztett eloszlások. A Gausstól való eltérés megma-
gyarázható azzal, hogy a MEM csak egy másodrendű közeĺıtés [65].
A generált adatok MEM elemzésének eredményei összefoglalva az 5.7 ábrán
láthatók. A kiindulási élettartam eloszlásokból (5.3 ábra) kiszámolható a ,,belső”
entrópia. A zaj megnöveli ezt az entrópiát, tehát a szimulált abszorpciós illesztések
esetén ezek hatása együtt jelenik meg. A generált adatokban azonban, ellentétben a
valódi mérésekkel, ezek megkülönböztethetőek. Természetesen az entrópia a hozzáadott
zajjal együtt növekszik. A MEM algoritmus sima eloszlásból indul, ami egyben a leg-
nagyobb információs entrópiával rendelkezik. A konkrét érték csupán az élettartam el-
oszlás skálájának felosztásán múlik (S = ln (n), ami jelen esetben n = 200 és S = 5.3).
A legegyszerűbb kinetikai folyamat 2 egyszerű exponenciálissal ı́rható le (emelkedő és
csökkenő), melynek entrópiája: ln (
√
2) = 0.35. A várt információs entrópiának ezen
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5.5. ábra. (a) A generált és illesztett abszorpciók időbeli lefutásának összehasonĺıtása. A generált
gauss alakú csúcs szélessége 100.075, a hozzáadott zaj standard eloszlása pedig 100.001. (b) A
megfelelő generált és illesztett élettartam eloszlás. Mindkét esetben a körök jelölik a generált
adatokat, és folytonos vonal a MEM illesztést.
két érték között kell lennie az időtartam eloszlás szélességének függvényében. A zaj
hatása az információs entrópiára bonyolult. Szélesebb eloszlás esetén kisebb entrópia
növekedést okoz a zaj. Ha az eloszlás keskeny, ugyanannyi zaj nagyobb entrópia növe-
kedést okoz, mint szélesebb eloszlásnál. Azonban egy kis entrópia emelkedés még a
legszélesebb eloszlás esetén is fellép. Tehát könnyebb a zajt kimutatni keskenyebb
és nehezebb szélesebb eloszlás esetén. Ez a megfigyelés lehetőséget ad néhány kvali-
tat́ıv következtetés levonására a fehérjék abszorpciós folyamatainak különböző környe-
zetekben történő kiszélesedéséből. Bár az információs entrópia magában még nem
elég a környezet heterogenitásának jellemzésére [55], különböző nagyságú velejáró zaj
felhasználásával (különböző átlagolást felhasználva) túljuthatunk ezen a problémán
[68, 69].
A MEM tesztelésének következő lépése az volt, hogy egy konkrét fotociklus mo-
dellből több hullámhosszon generált adatsor elemzésén keresztül bizonýıtottuk, hogy
a MEM megfelelő lesz konkrét ḱısérleti adatok elemzésére és a fotociklus kinetikájára
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5.6. ábra. (a) A generált és illesztett abszorpciók időbeli lefutásának összehasonĺıtása. A generált
gauss alakú csúcs szélessége 100.45, a hozzáadott zaj standard eloszlása pedig 100.001. (b) A megfelelő
generált és illesztett élettartam eloszlás. Mindkét esetben a körök jelölik a generált adatokat, és
folytonos vonal a MEM illesztést.
5.7. ábra. Az entrópia zaj függése. Egyenes vonallal van jelölve a generált élettartam eloszlásokból
számolt entrópia (5.3 ábra). Különböző szimbólumokkal (jelmagyarázat az ábrán): a zajos szimulált
abszorpciós adatok MEM illesztési eredményeiből számolt entrópia.
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vonatkozó következtetések levonására [83]. Ismert kinetikából kiindulva (speciálisan
egy reverzibilis fotociklus modellt használva, lásd (5.1) egyenlet) megoldottuk az (5.5)
egyenletet és meghatároztuk a sajátértékeket és sajátvektorokat. (a felhasznált se-
bességi állandók numerikus értékei megegyeznek a [71] cikkben közölt adatokkal a
pH=7 és T=20 ◦C esetre, a pH=9 és T=20 ◦C körülményekre szintén ebből a cikkből
használtuk fel az adatokat.) Az 5.1 ábrán már bemutattam a k∗j sajátértékekből
származó τj = 1/k
∗
j élettartamok és a köztes állapotokhoz tartozó cij amplitúdók
függvényeit. Mint az várható volt n = 6 köztes állapotok számának megfelelő sajátérték
vonal jelenik, de az amplitúdók erősen változnak köztes állapotról, köztes állapotra,
sőt néhány esetben szinte elhanyagolhatók a hozzájuk tartozó amplitúdók. (Például az
O állapotban csak 2 lényeges amplitúdó található, a másik 4 nagyon kis intenzitású.)
A cij értékek ismeretében a számolt fotociklusra az elvárt abszorpciós változás
tetszőleges hullámhosszon kiszámolható az (5.12) egyenlet használatával. A számı́tást
a 410, 500, 570, 600 és 650 nm hullámhosszakra végeztük el. A különböző
hullámhosszakra kapott eredmények hasonlóak az 5.1 ábrához, csak az amplitúdók




















































































5.8. ábra. Az 5.1 modellhez kapott paraméterekből (pH=7 és T=20 ◦C) különböző hullámhosszakon
számolt diszkrét élettartamok (szaggatott vonalak x-el a végükön) és a számolt abszorpciós adatokra
való MEM illesztés eloszlásai (folytonos vonal). A 5.8f ábrához ld. a magyarázatot a szövegben.)
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Gauss eloszlású véletlen zajt adtunk a számolt abszorpciós adatokhoz és ı́gy ele-
meztük azokat a MEM eljárással. A két számolt adatsorra (pH=7 és pH=9, T=20 ◦C)
kapott eredmények (diszkrét amplitúdók, valamint az amplitúdó eloszlások) az 5.8
és 5.9 ábrákon láthatók. Ezek az ábrák az 5 különböző hullámhosszra megmutatják
az élettartamok diszkrét amplitúdóit (melyeket a feltételezett sebességi állandókból az
(5.5), (5.8) és (5.12) egyenletek alapján számı́tottunk ki), valamint a MEM anaĺızis által
meghatározott amplitúdó eloszlásokat ((5.14) egyenlet szerint). A 5.8f és 5.9f ábrákon
a különböző hullámhosszakra kapott MEM eloszlások vannak együtt ábrázolva. Ez be-






























































5.9. ábra. Az 5.1 modellhez kapott paraméterekből (pH=9 és T=20 ◦C) különböző
hullámhosszakon számolt diszkrét élettartamok (szaggatott vonalak x-el a végükön) és a számolt
abszorpciós adatokra való MEM illesztés eloszlásai (folytonos vonal), valamint a MEM által adott
eloszlásokra Gauss eloszlások illesztetéséből kapott adatok (folytonos diszkrét vonalak). A 5.9f
ábrához ld. a magyarázatot a szövegben.)
Annak érdekében, hogy összehasonĺıthassuk a diszkrét amplitúdókat a MEM
anaĺızisből kapott sávokkal, Gauss függvényt illesztettünk a MEM ,,sávokra” és meg-
határoztuk a ,,sáv” alatti területeket (5.9 ábra). Az alábbi következtetéseket lehet
levonni ezen tesztek alapján:
– A diszkrét amplitúdók helyett, megközeĺıtőleg Gauss alakú eloszlásokat kapunk
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a meghatározó élettartam idők környékén.
– Az élettartamok (τi) vagyis a kinetikai modell sajátértékei reprodukálhatóak
MEM anaĺızissel, ugyanis a különböző hullámhosszaknál meghatározott el-
oszlásokban a sávok ugyanannál az élettartam időknél jelennek meg. Az összes
sajátérték meghatározásához azonban, több hullámhosszon felvett abszorpciós
adatokat érdemes elemezni, mert ha csak egy hullámhossznál felvett abszorp-
ciót vizsgálunk, akkor lehet, hogy ott néhány sajátértékhez tartozó amplitúdó
túl kicsi és emiatt nem lehet azokat beazonośıtani. Előfordulhat az is, hogy egy
élettartamnak az amplitúdója az összes mérési hullámhosszon kicsi. Például az
5.9 ábrán, balról a negyedik csúcs amplitúdója (log τ ≈ −3.5) nagyon kicsi és
a MEM emiatt nehezen érzékeli. Ilyen esetekben a MEM alulbecsüli a köztes
állapotok számát. Egy másik hibalehetőség, hogy ha 2 élettartam ideje nagyon
közeli, akkor a MEM nem biztos, hogy fel tudja oldani őket.
Összegezve, az algoritmus tesztelése bebizonýıtotta, hogy MEM képes az abszorp-
ciós adatokból a kinetikai modell főbb jellemzőit következetesen meghatározni (a K
kinetika modell mátrix k∗j sajátértékeit és bij paramétereket, lásd 5.1 fejezet), valamint
a fehérje dinamikáról is képes lehet információkat szolgáltatni (,,belső” entrópia).
Fontos megjegyezni, hogy a MEM által szolgáltatott adatokból közvetlen nem
határozható meg a valódi fotociklus modell K mátrixa [82]. Ennek egyik oka, hogy a
különböző köztes állapotoknak is lehet azonos spektrális tulajdonsága (lásd például az
M1 és M2 az (5.1) egyenletben). Ezen állapotokra a különbségi extinkciós együtthatók
megegyeznek, ı́gy az (5.12) egyenlet határozatlanná válik, vagyis a cij paraméterek nem
határozhatóak meg egyértelműen. Ezt lehetetlenné teszi a K mátrix sajátvektorainak
meghatározását, ı́gy magát a mátrix a reprodukálását (egy mátrix meghatározható
a sajátértékeiből megfelelően képzett mátrixok, és a sajátvektorok szorzataiból [82]).
Ezen okok (valamint a MEM bizonytalansága) azt eredményezik, hogy önmagában
a MEM nem ad eredményül pontos kinetikát. Azonban egy feltételezett kinetikai mo-
dellből, azaz adottK mátrixból - mely szintén megfelelően jól illeszti a ḱısérleti adatokat
- kiindulva meghatározhatjuk a sajátértékeket és a várt abszorpciós változásokat ((5.12)
egyenlet). Több különböző modell összehasonĺıtására ı́gy már lehetőség nýılik, olyan te-
kintetben, hogy melyik mutatja a leghasonlóbb tulajdonságokat a MEM - önmagában
bármely előzetes feltételezéstől mentes - eredményéhez képest.
5.2.3. A MEM alkalmazása
Az első MEM-el végzett ḱısérleti adatokra való illesztések során arra kerestük a
választ, hogy a BR dinamikájából következően is kaphatunk-e széles eloszlásokat, vagy
csak a mérés zaja miatt [78]. Alkalmaztuk az algoritmust a BR M állapotának (410
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nm) abszorpciós kinetikai adataira. Ennél a hullámhossznál a növekvő és a csökkenő
részek jól elkülönülnek és az (5.24) egyenlet elfogadhatóan teljesül. (Az adatok mérése
25 ◦C-on történt, 7 mJ energiájú 532 nm-en működő lézerrel, a b́ıbor membrán 100
mM-os foszfát pufferban volt 9 pH értéken.) A abszorpciós adatokat növekvő számú
átlagolással vettük fel és elemeztük MEM-mel. Az 5.10a ábrán az entrópia látható
az átlagolás számának függvényében az 1-256 intervallumban. Az entrópia csökken az
átlagolással (gyakorlatilag a csökkenő zajjal), majd egy állandó értékre áll be ≈ 4.
Ez a tulajdonság hasonĺıt a generált adatokra (5.7 ábra), amikor a ,,belső” entrópia
magas. Egy lényeges dolog az 5.10b ábrán látható, mégpedig, hogy a mérés zajának
csökkentésével (gyakorlatilag az átlagolás számának növelésével) az eredmények struk-
turáltabbak lesznek. Ezért alkalmaztuk a 255-ös átlagolást a további mérések során.
Továbbá feltételezhetjük, hogy a magas ,,belső” entrópia a BR-hoz tartozik és a fehérje
dinamikáját és/vagy annak heterogenitását mutatja.
5.10. ábra. (a) Az entrópia változása a mérési adatok felvételénél alkalmazott átlagolás
függvényében. (b) Az élettartam eloszlás különböző számú átlagolások esetén.
Felmerülhet itt a kérdés, hogy a továbbiakban jogosan hasonĺıthatjuk-e össze a
MEM által adott folytonos élettartam eloszlásokat a konkrét sebességi állandókkal ren-
delkező kinetikai modellből kapott diszkrét élettartam eloszlásokkal. Úgy gondoljuk,
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hogy mindig kell lennie egy konkrét sebességi állandókkal jellemezhető kinetikai folya-
matnak, mely meghatározó a fotociklus lefolyása során. Ha pedig ezt meghatározzuk az
seǵıthet a BR dinamikájának megértésében. A továbbiakban tehát a MEM seǵıtségével
egy ilyen konkrét sebességi állandókkal jellemezhető modell keresésére irányultak az
erőfesźıtéseink.
Hasonlóan a számolt esethez, alkalmaztuk a MEM-et 5 különböző hullámhosszon
(410, 500, 570, 610 és 65 nm), valamint különböző pH-n és hőmérsékleten felvett
adatsorokra [83]. Az 5.11 ábra mutatja az alacsony pH értékeknél eredményül ka-
pott amplitúdó eloszlásokat. A jobb összehasonĺıthatóság kedvéért, az 5.11f ábrán az 5
különböző amplitúdó eloszlás összegét is bemutatom. Itt 7 különböző élettartamot lehet
megkülönböztetni, de nem látszik mindegyik az összes hullámhossznál. A legrövidebb
időállandó nagyon kis intenzitású és csak 2 hullámhossznál jelenik meg (610 nm-en csak
alig észrevehető felfutás látszik a görbe bal szélén és 650 nm-en határozottabban). Mivel
az ilyen kis időkre a mérési adatok nagyon zajosak, ezért az időállandó pontos értéke
is bizonytalan. Az összes csúcsot lehet detektálni valamennyi vizsgált hőmérsékleten,































































































5.11. ábra. Különböző hullámhosszakon mért ḱısérleti adatok (pH 4.5, 20 ◦C) MEM illesztésének
eredményei. Az 5.11f ábrán az élettartam eloszlások abszolút értékeinek összege látható (folytonos
vonal) az ennek seǵıtségével számolt átlagos élettartam értékekkel együtt (szaggatott vonal).
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Az 5.12 ábra a pH=7 mérési sorozathoz tartozó eredményeket mutatja be hasonló
szerkezetben. Ennél a pH-nál 8 időállandót lehet megkülönböztetni (5.12f ábra), 6
csúcsnak nagy és 2-nek kicsi az amplitúdója. A pH=7 esetén kapott amplitúdó eloszlás
hasonló a pH=4.5 eloszlására, csak egy új és kis intenzitású sáv jelenik meg (5.12f ábra
balról 3-dik csúcs) az 570 nm-es hullámhossznál. Azt tapasztaltuk, hogy a 7-es vagy ala-
csonyabb pH értékeknél valamennyi hőmérsékletnél egy karakterisztikus hármas csúcs
jelenik meg a hosszú élettartamoknál, legerősebben a 650 nm hullámhossznál (5.11e





































































































5.12. ábra. Különböző hullámhosszakon rögźıtett ḱısérleti adatok (pH 7.0, 20 ◦C) MEM
illesztésének eredményei (folytonos vonal), és a reverzibilis kinetikai modellből számolt ((5.1)
egyenlet) diszkrét élettartam eloszlás (szaggatott vonalak x-el a végükön), valamint a 4M modellből
((5.31) egyenlet) eredő diszkrét élettartam eloszlás (folytonos diszkrét vonalak). Az 5.12f ábrán az
élettartam eloszlások abszolút értékeinek összege látható (folytonos vonal) az ennek seǵıtségével
számolt élettartamokkal együtt (szaggatott vonal).
Magas pH értéknél (pH=9, 5.13 ábra) szintén 8 (ha a legkisebb idejűt is figyelem-
be vesszük, akkor 9-et - lásd az 5.13f ábrán lévő görbe bal szélén látható kis amp-
litúdójú torz csúcsot) különböző csúcsot lehet azonośıtani az eloszlásban. 5.11f, 5.12f
és 5.13f ábrák azt mutatják, hogy a pH növekedésével a csúcsok kiszélesednek, ami a
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5.13. ábra. Különböző hullámhosszakon rögźıtett ḱısérleti adatok (pH 9.0, 20 ◦C) MEM
illesztésének eredményei (folytonos vonal) és a reverzibilis kinetikai modellből számolt ((5.1)
egyenlet) diszkrét élettartam eloszlás (szaggatott vonalak x-el a végükön). Az 5.13f ábrán az
élettartam eloszlások abszolút értékeinek összege látható (folytonos vonal) az ennek seǵıtségével
számolt élettartamokkal együtt (szaggatott vonal).
Két fontos dolgot szükséges megemĺıteni a MEM által a mért abszorpciókra
adott eredményekkel kapcsolatban. Az egyik az, hogy az élettartamok idejének
hőmérsékletfüggése hasonĺıt a sebességi állandók Arrhenius t́ıpusú hőmérséklet
függésére. A másik, hogy a ḱısérleti abszorpciós adatokra történő MEM illesztés átlagos
négyzetes eltérése rendszerint lényegesen kisebb, mint a kinetikai modell anaĺızisből
számolt érték (5.14 ábra).
Összegezve az eredményeket, legalább 8 élettartam jelenlétét (kis pH-nál 7, magas
pH-nál esetleg 9) feltételezhetjük az eloszlásokból. Ezek a csúcsok megkülönböztet-
hetőek és megközeĺıtőleg azonos élettartam értékeknél jelennek meg az eloszlásban
adott pH és hőmérséklet esetén (5.11f, 5.12f és 5.13f ábra). Ebből következik, hogy
legalább 8 (alacsony pH-nál 7, magas pH-nál esetleg 9) különböző köztes állapotnak
jelen kell lennie a BR fotociklusában.
A MEM eredményeket össze lehet hasonĺıtani a globális multi-exponenciális



































5.14. ábra. Az öt különböző hullámhosszon mért ḱısérleti abszorpciós változások (szimbólumok) és
a MEM illesztések (folytonos vonal) összehasonĺıtása (pH 7, 20 ◦C)
anaĺızissel is. A globális módszerben az exponenciálisok számát az illesztés jóságából
határozzák meg. Az 5.15 ábrán a MEM anaĺızis adta élettartamokat és a [52] illet-
ve [84] cikkben szereplő globális illesztés eredményeit hasonĺıtottuk össze Arrhenius
ábrázolásban (az időállandók helyett a sebességi állandók szerepelnek az ábrán, semle-
ges pH-nál). A [52] cikkben 7 élettartam időt találtak. Hat sebességi állandó jó egyezést
mutat a MEM-mel, azonban a MEM eredményeiben van 2 további gyors sebességi
állandó, valamint egy lassú folyamathoz tartozó állandó hiányzik. A [84] cikkben meg-
mutatták, hogy ez a lassú időállandó a BR 13-cis fotociklussal kapcsolatos. A [84]
cikkben 8 élettartamot találtak, melyből 7 jó egyezést mutat a MEM eredményeivel,
mı́g a 8. a fentebb emĺıtett lassú időállandó, ami esetünkben hiányzik. Összefoglalva a
globális illesztés 6 vagy 7 élettartamot határoz meg és kimutatja az előzőekben emĺıtett








































5.15. ábra. A [52] cikkből számolt 7 ,,látszólagos” sebességi állandó (háromszögek) (pH 7.0), a [84]
cikkből számolt 8 ,,látszólagos” sebességi állandó (körök) (pH 7.2) és a MEM eredményeinek (8
sebességi állandó, négyzetek, pH 7.0) összehasonĺıtása.
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A lehetséges fotociklus kinetikák keresésekor azzal a problémával szembesülünk,
hogy mind a multiexponenciális, mind a MEM illesztéskor több (6, 7, 8) élettartamot
(sajátértéket) kapunk, mint amennyi spektrálisan megkülönböztethető köztes állapotot
ismerünk (n = 5). Ezt a problémát többféleképpen is meg lehet oldani. Például
feltételezhető, hogy több köztes állapot létezik, csak közülük néhánynak a spektrális tu-
lajdonságai hasonlók. A [71] cikkben bemutatott reverzibilis soros modellben 6 köztes
állapotot tételeztek fel kétféle M állapottal. A párhuzamos irreverzibilis modellben
([85] cikk) Lf , Mf és Ls, Ms állapotokat tételeztek fel a két ágra. A [84] munkában
más megoldást találtak a problémára, csak 5 köztes állapotot tételeztek fel (K, L,
M, N, O) a lineáris fotociklus folyamatban, de gyors kvázi-egyensúlyok kialakulásával
megmagyarázták a 7 különböző élettartam jelenlétét a multiexponenciális illesztésben.
Szó volt már róla, hogy a MEM eredményeiből nem lehet közvetlenül meghatározni
a fotociklus kinetikáját (azaz a K mátrixot). Ahhoz, hogy megtaláljuk a MEM
eredményeihez legjobban illeszkedő kinetikai modellt, alkalmazni kell a számolt ada-
toknál bemutatott eljárást. Feltételezzünk egy K mátrixot, amelyben a sebességi
állandókat szintén az abszorpciós adatokra való illesztéssel határozzuk meg (a [71]
ismertetett programmal), majd határozzuk meg a mátrix sajátértékeit, amelyek már
összehasonĺıthatóak a MEM eredményeivel. A MEMmódszer itt csak egy szűrő szerepét
játssza, amely elfogad vagy elutaśıt egy-egy kinetikai modellt. A MEM eredményeiből
tudni lehet, hogy a fotociklus során legalább hét vagy nyolc köztes állapot is megjele-
nik. Feltételezhető, hogy az 5 ismert spektrálisan különböző köztes állapot (K, L, M,
N, O) közül néhány többször is feltűnik azonos spektrális tulajdonságokkal. Például az
(5.1) egyenlet reverzibilis modelljében az M állapot duplázódik: M1 és M2. Ha figye-
lembe vesszük ezeket a kiválasztási lehetőségeket és a különböző kapcsolatokat a köztes
állapotok között, akkor nagyon nagy számú lehetséges modellt kapunk, melyekből 100
lényegében különböző kinetikai modellt vizsgáltunk meg.
Az ellenőrzés során a következő kiválasztási szabályokat álĺıtottuk fel :
– Jó illeszkedés a mért abszorpciós változásokra. A folyamat egységeśıtése
érdekében a vizsgált modell átlagos négyzetes eltérését hasonĺıtottuk össze az
(5.1) egyenletnél definiált reverzibilis folyamatéval.
– Széles pH és hőmérséklet tartományban alkalmazhatónak kell lennie a modell-
nek, valamint a sebességi állandóknak Arrhenius t́ıpusú hőmérsékletfüggést kell
mutatnia.
– A modellből számolt sajátértékeknek és amplitúdó eloszlásoknak hasonlóknak kell
lenniük a MEM eredményeihez. Speciálisan, jelen kell lennie a jellegzetes triplett
sajátértékeknek a hosszú időállandóknál (5.12e ábra).
– A közvetlenül meghatározott koncentrációkkal azonos koncentrációkat kell adnia
5. FEJEZET. EREDMÉNYEK 46
a modellnek.
A 5.12 ábrán a MEM eredmények, valamint a két M állapotot tartalmazó reverzibi-
lis kinetikai modell diszkrét amplitúdói láthatók. Jó egyezés tapasztalható, de legalább
egy sáv hiányzik a kinetikai modellből (pontosabban a triplettből 650 nm-nél).
Bár több modellt is kipróbáltunk (2O, 2N , 2L stb. köztes állapotokkal), végül egy
4M állapotot tartalmazó elágazó modell adta a legjobb eredményt. Ebben a modellben
az elágazás az L állapotnál történik:
K ↔ L ↔ M1 ↔ M2 ↔ N ↔ O → Br
 ↗
és M3 −→ M4 (5.30)
Az 5.12 ábrán a 4M kinetikai modell diszkrét amplitúdói láthatóak pH=7 értéknél.
Ez a modell létrehozza a jellegzetes triplett állapotot, de nem egyezik olyan jól a MEM
eredménnyel, mint a számolt adatok. Például a kinetikai modellben van egy olyan
diszkrét amplitúdó 500 nm-en (balról az ötödik negat́ıv amplitúdójú folytonos vonal),
ami a MEM-ben nem jelenik meg.
A pH=4.5 értéknél az L ↔ M3 kizárólagos átmenetté válik és ı́gy az M4 köztes
állapot nem jelenik meg a folyamatban. Ennek lehet a következménye, hogy alacsony
pH-nál a MEM csak 7 sávot eredményezett.
Magas pH-nál egy hasonló elágazásos 4M modell adja a legjobb eredményt, csak az
elágazás a K állapotnál van.
K ↔ L ↔ M1 → M2 ↔ N → O → Br
 ↗
és M3 −→ M4 (5.31)
Az 5.16 ábrán a MEM eredményeire illesztett Gauss függvényekből meghatározott
diszkrét amplitúdók, valamint a 4M kinetikai modell (5.31) diszkrét amplitúdói és
jellemző időállandói láthatók. Viszonylag jó egyezés tapasztalható a kinetikai modell
és a MEM eredményei között. Az (5.31) egyenlettel definiált kinetikai modell vissza-
adja az összes MEM sajátértéket és amplitúdót, azonban kisebb-nagyobb eltolódás
tapasztalható az élettartamok idejében. Összehasonĺıtásként az 5.13 ábrán a reverzi-
bilis kinetikai modell sajátértékei és amplitúdói láthatók a MEM eloszlásokkal együtt.
Jól látható, hogy néhány sajátérték hiányzik ebben az egyszerű modellben. Egy kis
különbség szintén tapasztalható a ḱısérleti abszorpciós adatokra való illesztés jóságában
a 2M és a 4M kinetikai modellek között. A 4M modell legalább annyira jó illesztést ad,
mint a reverzibilis modell.


















































































5.16. ábra. A MEM illesztésből adódó diszkrét élettartam eloszlás (folytonos vonalak) és 4M
kinetikai modell (5.31 egyenlet) eredményeinek (szaggatott vonalak x-el a végükön) összehasonĺıtása.
(pH 9.0, 20 ◦C)
Ha spektrálisan 5 különböző köztes állapotot feltételezünk és a köztes állapotok
extinkciós együtthatóit minden hullámhosszon ismertnek tekintjük, valamint 5 adott
hullámhosszon megmérjük az abszorpció változását az időben, akkor az (5.11) egyenlet
alapján minden egyes időpillanathoz meghatározhatjuk a spektrálisan megkülönböztet-
hető köztes állapotok ,,mért” koncentrációját, ı́gy a koncentrációk időbeli változását
(,,mértnek” azért nevezhetjük mivel mérési adatokból közvetlen módszerrel meg-
határozható, továbbá a BR koncentrációja is (5.4) egyenlet alapján megkapható).
Ismert kinetikai modell esetén pedig szintén kiszámolható a köztes állapotok kon-
centrációinak időbeli változása a (5.8) egyenlet alapján. Az ı́gy kapott eredmények
láthatók az 5.17 ábrán, mely újabb bizonýıtéka, hogy a 4M modell jobb illesztést ad,
mint a reverzibilis modell.
A lehetséges modellek közül csak azok elfogadhatóak, melyek sebességi állandói
Arrhenius ábrázolásban egyenest adnak a hőmérséklet reciprokának függvényében. Az
5.18 ábrán pH=9 értékre látható a 4M kinetikai modell sebességi állandóinak Arrhenius
ábrázolása. Ez az ábra is támogatja a 4M modellt.
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5.17. ábra. A köztes állapotok koncentrációinak összehasonĺıtása ((5.11) egyenlet alapján). A
mérési eredményekből számı́tott koncentrációk (x), a 4M modellből adódó koncentrációk (folytonos
















































5.18. ábra. A 4M modellből adódó sebességi állandók Arrhenius ábrázolása (pH 9)
A 4M kinetikus modell molekuláris háttere még nem teljesen tisztázott. Az elágazást
valósźınűleg a Schiff-bázis protont elengedő része okozza. Az M3 → M4 átmenet, ha-
sonlóan az M1 → M2 átmenethez, a proton elengedésével lehet kapcsolatos, azon-
ban működése erősen függ a környezet pH-jától. Alacsony pH esetén nem jön létre az
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M3 → M4 átmenet, tehát nem jelenik meg a rendszerben az M4 állapot.
A legvalósźınűbb kinetikai modell megtalálásához 8 köztes állapotot feltételeztünk,
azonban a MEM eredmények nem zárják ki több köztes állapot létezését is. Amennyiben
több állapot létezik, akkor a MEM azért nem érzékelheti őket, mert a sávok vagy nagyon
kis intenzitásúak vagy degenerált sajátértékekhez tartoznak.
A legfontosabb eredménye a MEM elemzésnek, hogy kimutatta legalább 8 köztes
állapot létezését a BR fotociklusában. Vizsgálatainkban egy 4 különböző M állapotot
tartalmazó elágazó kinetikai modell adta a legjobb egyezést. Érdemes megemĺıteni a
[86]-as cikk eredményét, miszerint egy 2 M állapotot tartalmazó elágazó modell jobb
eredményt ad a szekvenciális modelleknél. A vizsgált 4M modell ((5.30) és (5.31) egyen-
letek) magában foglalja az (5.1) egyenlettel [71] definiált 2M reverzibilis modellt is az
egyik ágában. Az elágazás magas pH-nál jelentkezik legerősebben. Ez lehet az oka, hogy
a BR fotociklusában a kooperativ́ıtás magas pH-nál a leghangsúlyosabb.
5.2.4. Fotociklus modellek 2004 után
Az ezredforduló táján megindult Bacteriorhodopsin kristályośıtási technikák kifi-
nomulásával nem csak a 1.5 Å-os felbontás közelébe sikerült eljutni, hanem a köztes
állapotok szerkezetét is - még a spektrálisan azonosékat is - meglehetősen pontosan
sikerült meghatározni. Ezek újabb lendületet adtak az addig elvégzett kutatásoknak,
és nyolc köztes állapotból álló reverzibilis fotociklus modellre következtettek belőlük
[88].
5.19. ábra. Egy soros reverzibilis modell [88].
Mint látható volt, munkánk során szintén 8 köztes állapotot tételeztünk fel a MEM
eredményei alapján. A 8 közbenső állapotú reverzibilis soros fotociklus modellt azonban
nem vettük górcső alá. Ennek oka részben az volt, hogy a MEM ḱısérleti adatokra való
alkalmazása idején, még nem volt egyértelmű hivatkozás a fenti fotociklus modellre. Az
akkoriban mérvadó soros reverzibilis modellek kevesebb köztes állapotot feltételeztek.
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Az előbbi fejezet számolásainak és ábráihoz hasonlóan bemutatom az 5.20 és 5.21
ábrákon a közvetlen MEM illesztés, a 8 köztes állapotot tartalmazó soros reverzibilis








































































5.20. ábra. Különböző hullámhosszakon rögźıtett ḱısérleti adatok (pH 7.0, 20 ◦C) MEM
illesztésének eredményei (folytonos vonal), és a 5.19 ábrán látható soros reverzibilis kinetikai
modellből számolt diszkrét élettartam eloszlás (szaggatott vonalak x-el a végükön), valamint a 4M
modell élettartam eloszlásai (diszkrét vonalak).
Látható, hogy a 8 közbenső állapotot feltételező soros reverzibilis modell sem ad
egyértelműen jobb hasonlóságot a MEM által adott élettartam eloszlásokhoz.


















































































5.21. ábra. A MEM illesztésből adódó diszkrét élettartam eloszlás (folytonos vonalak négyzettel a
végükön) és 4M kinetikai modell (5.31 egyenlet) eredményeinek (szaggatott vonalak x-el a végükön)
és az 5.19 ábrán látható soros reverzibilis modell eredményeinek (sűrűn szaggatott vonalak +-al a
végükön) összehasonĺıtása. (pH 9.0, 20 ◦C)
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5.3. Fotoakt́ıv fehérje filmek optikai paramétereinek
meghatározása OWLS-el
5.3.1. Az optikai paraméterek meghatározása inverz módszer-
rel
A ḱısérletek során a Halobacterium salinarum baktérium sejtfalából eltávoĺıtott
b́ıbormembránból valamint LHCII, azaz növényi fény-gyűjtő komplexből késźıtett vizes
oldatokat vittünk fel hullámvezetőre különböző vastagságban, majd hagytuk kiszáradni
a mintákat [89].
A ḱısérletek során a hullámvezetőre rakott réteg vastagsága 20-tól néhány száz nm-
ig terjedt. Ennek ellenére, ha alkalmaztuk a 4-rétegű módusegyenleteket (4.4), akkor
azok elfogadhatatlan optikai paraméter (vastagság és törésmutató) értékeket adtak.
Azt várnánk, hogy a meghatározott törésmutatók egy szűk tartományon belül marad-
nak, mı́g a minta vastagsága lényegében csak a kiszáŕıtott b́ıbormembrán és LHCII
mennyiségétől függ. Azonban azt tapasztaltuk, hogy mindkét mennyiség (nA és dA)
széles határok között változik: nA 1.1–1.6 között, dA 20-tól néhány száz nanométerig.
Ezeknek a változásoknak többféle oka is lehet egyszerre. A 4-rétegű
módusegyenletek csak vékony filmrétegekre alkalmazhatók, és a vastagság növe-
kedésével szisztematikus eltéréseket kaphatunk. Ezt a problémát Picart és munkatársai
is vizsgálták [101]. Egy másik ok a filmréteg vastagságának inhomogenitásával lehet
kapcsolatos, melynek hatására az OWLS spektrumban a sávok kiszélesedhetnek, illet-
ve széthasadhatnak [96].
A négyrétegű módusegyenlet (4.4) érvényességének ellenőrzésére egy inverz
módszert alkalmaztunk [110]. Az OWLS alkalmazásokban a ḱısérletileg mért effekt́ıv
törésmutatókból nA és dA számolható a módusegyenletből. Egy inverz feladat az effekt́ıv
törésmutatók (NTE és NTM) meghatározása/kiszámı́tása, ha a hullámvezető optikai
szerkezete (jelen esetben nS, nF , dF , nA, dA és nC) ismert. Ez a probléma is megoldható
a Maxwell-egyenletek seǵıtségével [91] : az elektromos és mágneses térerősségekre vo-
natkozó folytonossági határfeltételeket kell teljeśıteni lépésről lépésre a rétegek között
a hullámvezetőben. Ez egy feltételt ad (hasonlóan a módusegyenletekhez), amelyet
csak meghatározott NTE és NTM értékek eléǵıtenek ki. Numerikus eljárással az ef-
fekt́ıv törésmutatók nagy pontossággal számolhatóak. (Ez a program a hullámvezetők
tervezésére is alkalmazható. A továbbiakban ezt az eljárást hullámvezető programnak
nevezzük.)
A módszer seǵıtségével először a 4-rétegű módusegyenletek érvényességének határait
vizsgáltuk meg. Az effekt́ıv törésmutatókat olyan hullámvezetőkre számoltuk ki, melye-
ken adott törésmutatójú (nA = 1.53), de különböző vastagságú (dA, 2–400 nm) adlayer
filmrétegek vannak. A számı́táshoz használt további paraméterek értékei : nS = 1.5246,
5. FEJEZET. EREDMÉNYEK 53
nF = 1.77, dF = 188 nm és nC = 1.00026 (levegő). A numerikusan kapott TE és
TM effekt́ıv törésmutatókat, mint bemeneti adatokat, a 4-rétegű módusegyenletekbe
(4.4) ı́rva meghatároztuk a n∗A és d
∗
A értékeket (5.22 ábra). (Továbbiakban a 4-rétegű
módusegyenlettel meghatározott optikai paramétereket csillaggal jelöljük.)
5.22. ábra. A 4-rétegű módusegyenlet megoldása nA =1.53 törésmutatójú és különböző vastagságú
minták esetén (üres körök és négyzetek), a bemenő adatok a számı́tott (NTE és (NTM effekt́ıv
törésmutatók. Négy pár mért effekt́ıv törésmutató adat is fel van tüntetve (tele körök és négyzetek).
A *-os törésmutató és vastagság értékek a (4.4) egyenlet seǵıtségével meghatározott értékek.
Jól látható az 5.22 ábrán, hogy a 4-rétegű módusegyenlet használata már kis
rétegvastagságnál is nagy törésmutató eltérést eredményez. Különösen n∗A érzékeny kis
dA értékeknél. Az ábrán ḱısérleti eredményekkel való összehasonĺıtás céljából 4 mérési
adatpár is ábrázolva lett (teli körök és négyzetek), mely értékek a következő módon
lettek meghatározva. Négy növekvő rétegvastagú b́ıbormembrán és LHCII adlayer
filmréteg lett késźıtve, majd megmértük ezen minták TE és TM effekt́ıv törésmutatóit.
Ezekből egyrészt a 4-rétegű módusegyenlettel (4.4) meghatároztuk az n∗A törésmutató
és d∗A vastagság értékeket. Másrészről az inverz módszert felhasználva a később ismerte-
tett módon meghatároztuk a minta dA vastagságát. Ezen módszerrel nA-ra mindegyik
esetben 1.53 ± 0.01 kaptunk. Az ı́gy kapott négy [dA ;n∗A] és négy [dA ;d∗A] adatpárból
látható, hogy a ḱısérleti eredmények jó egyezést mutatnak a modellszámı́tásokkal.
Az inverz módszert felhasználva a mért TE és TM effekt́ıv törésmutató esetén a
következő módon működik. Az (nA, dA) śıkon meghatározható a NTE = áll (ḱısérleti
érték) görbe, azaz adott dA esetén nA-t addig változtatjuk, bizonyos intervallumban,
mı́g adott hibahatáron belül meg nem közeĺıti a mért NTE értékét. A meǵırt algoritmus
során kihasználjuk, hogy NTE monoton függvénye nA-nak. Hasonlóan meghatározható
az NTM = áll görbe is. Az adott ḱısérleti eredményekből meghatározható valós nA-t és
dA-t értékéket a két görbe metszéspontja adja (pl. 5.23a ábra).
Vastag filmrétegek (dA > 500nm) esetén az (nA, dA) görbe lapossá válik. A ḱısérleti
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5.23. ábra. (a) A hullámvezető programmal generált törésmutató a vastagság függvényében
konstans NTE és NTM esetén. (Az adott effekt́ıv törésmutatók a b́ıbormembrános mérésekből
jönnek.) (b) Ugyanazok a görbék csak vastag b́ıbormembrán mintán.
értékek kis hibájára is előfordulhat, hogy a görbék nem metszik egymást (5.23b ábra).
Ebben az esetben dA értéke határozatlan marad, azonban nA meghatározható (pl.
nA ≈ 1.531 a 5.23b ábrán). Tovább növelve dA értékét a 3-rétegű szerkezethez jutunk
el, mert a adlayer filmréteg átveszi a fedőréteg (C réteg) szerepét. Ebben az eset-
ben az egyedüli ismeretlen nC , mely az egzakt 3-rétegű módusegyenlet megoldásával
kiszámolható NTE és NTM ismeretével. Pl. a 5.23b ábrán a (4.3) egyenlet nC = 1.5305
törésmutatót ad eredményül a TE módusra. (Tiszta DMPC lipid kettősrétegen mért
törésmutató értékek n ≈ 1.42−1.45 [97]. A b́ıbormembrán és LHCII esetén mért relat́ıv
magas törésmutató értékeket részben a beépülő fehérjék okozzák.)
Az eddig ismertetett módszer seǵıtségével a b́ıbormembrán törésmutatóját sikerült
meghatároznunk széles vastagság intervallumban, melynek során lényegében állandó,
a vastagságtól független, nA = 1.53 ± 0.01 érték adódik. LHCII rétegnél hasonló
eredményre jutottunk nA = 1.54 ± 0.01 törésmutató értékkel. Ez elég jó egyezést mu-
tat a b́ıbormembrán más módszerekkel kapható optikai paramétereivel. A kritikus szög
meghatározásán alapuló módszer seǵıtségével n = 1.532 értéket kaptak λ = 633 nm
hullámhosszon mérve [108], mı́g relat́ıv vastag b́ıbormembrán rétegeken OWLS tech-
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nikával nA = 1.52 törésmutatót határoztak meg [100].
Ahogy emĺıtettem az OWLS mérések során a nehézséget néha a nem egyenletesen
lerakódott minta okozza. Egy ilyen összetett OWLS spektrum látható az 5.24 ábrán
(b́ıbormembrán réteg). Legalább két, különböző vastagságú adlayer tartományt tartal-
maz a minta. A keskeny TE csúcshoz (a1) dA ≈ 210nm vastagság tartozik, azonban
a hozzárendelhető TM sáv (b1) sokkal kisebb intenzitású. A b́ıbormembrán egy ab-
szorpciós optikai közeg a mérési hullámhosszon. Tapasztalatható, hogy a TM csúcsok
sokkal erősebben lecsökkennek, mint a TE sávok, sőt néha a mért spektrumban csak a
TE sávok jelennek meg. Az a1-el jelölt TE sáv keskenysége pedig annak lehet a követ-
kezménye, hogy az effekt́ıv törésmutató (valamint a becsatolási szög) kevésbé érzékeny
a vastagságra nagy dA értékeknél.
5.24. ábra. A b́ıbormembrán minta által adott komplex OWLS spektrum (a1 és a2 a TE módus,
mı́g b1 és b2 a TM módus csúcsai. A két spektrum a lézer mérőfény különböző polarizációjának
seǵıtségével lett megmérve.)
Az 5.24 ábrán látható másik TE (a2) és TM (b2) sávok egy ≈ 43nm-es vastagságú
réteghez tartoznak. A sávok több komponenst is tartalmaznak, amely felhasadás a
vastagság inhomogenitásának következménye. Azt gondolhatnánk, hogy a spektrum
Gauss sávkomponensekre való szétbontása után azonos törésmutatókat, de különböző
vastagságokat kapunk a komponensekre. Azonban, mint azt régebbi inhomogenitás
vizsgálatok is kimutatták [96], nem ez történik. Inhomogenitások létrehozhatnak
kiszélesedést és sávhasadást, azonban a fény terjedésére merőleges vagy párhuzamos
irányú inhomogenitások különböző mértékű és összetettségű változást hoznak létre a
spektrumban. Csak a merőleges irányú inhomogenitás esetén lehetséges az egyszerű
sávbontásos értelmezés. Az a1 csúcs(ok) jól illeszthető(ek) Gauss görbékkel, mı́g az a2
csúcsok sokkal kevésbé. Ebből arra lehet következtetni, hogy a vastagabb mintáknál
már nem számı́t, hogy a rétegek a módussal merőlegesen vagy párhuzamosan inho-
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mogének-e.
5.3.2. A fény hatása a b́ıbormembrán és LHCII rétegek OWLS
spektrumára
A BR fénygerjesztés hatására fotocikluson megy keresztül. Száraz körülmények
között (mint méréseink során) a fotociklus lelassul és a mérő fény hatására az M
közbenső állapotú molekulák száma megnő (a Schiff-bázis proton felvétele lelassul
száraz környezetben), mı́g kék fény hatására lecsökken, mivel a molekulák visszager-
jesztődnek alapállapotba. Ilyen körülmények között a fotociklust egy egyszerűśıtett
kétállapotú modellel le lehet ı́rni [104, 106]. Ebben a modellben a bacteriorodopszin
vagy az alapállapotban (BR-rel jelölve) vagy az M közbenső állapotban lehet a ger-
jesztéstől függően. A b́ıbormembrán réteg optikai tulajdonságai (törésmutató, abszorp-
ció) az alapállapotú BR és az M állapotú molekulák arányától függenek. Alapállapotban
az abszorpciós maximum ∼570 nm-nél található, ami az M állapot esetén eltolódik a
rövidebb hullámhosszak irányába ∼410 nm-re. Az alapállapotú mintának jól mérhető
abszorpciója van az OWLS mérés hullámhosszán (∼633 nm), mı́g a mintát M állapotba
gerjesztve az abszorpció elhanyagolható lesz. A BR→M átmenet következtében a
Kramers-König elméletnek megfelelően egy törésmutató változás is fellép (Δn < 0).
A ḱısérletek során ennek az effektusnak a mértéket ḱıséreltük megmérni. Mivel a
módusokhoz tartozó becsatolási szögek méréséhez He-Ne lézer lett használva (∼633
nm), ez megfelelő volt a BR→M átmenet gerjesztésére. Mivel a vörös mérőfény fo-
lyamatosan be volt kapcsolva a TE és TM módus mérésekhez, ezért a BR állapot
gerjesztése folyamatos volt. A gyorśıtott M→BR visszagerjesztésre egy kék sźınű Ar-
ion lézert (458 nm) alkalmaztunk [99]. A kék lézer annyiban befolyásolja az OWLS
spektrumot, hogy megváltoztatja az alap- és az M állapotok betöltöttségét.
Az 5.25a ábrán két OWLS spektrum látható, az egyiket csak vörös lézer (1. görbe,
∼15 mW folytonos üzemmód), a másikat vörös és kék lézer egyidejű (2. görbe, vörös
+ ∼200 mW folytonos kék) használatával lettek rögźıtve. A b́ıbormembrán réteg pa-
raméterei, az első adatsorból meghatározva: nA = 1.53 és dA = 75nm. A kék lézerfény a
becsatolási csúcs intenzitását (magasságát) csökkentette, mivel az M állapotok vissza-
gerjesztődtek alapállapotba, ezáltal megnőtt a b́ıbormembrán réteg abszorpciója a
vörös fényre. A csúcsok poźıciójának változása ezekből a mérésekből nem határozható
meg.
A harmadik spektrum a másodikhoz hasonlóan lett rögźıtve, csak itt a kék
lézerfény meg lett szaggatva (∼11 Hz frekvenciával, ∼91 ms periódusidővel). A szag-
gatás hatására fűrészfogszerű sávok jelentek meg a mérési spektrumon, a bal oldalon
hangsúlyosabban, mint a jobb oldalon (a TMmódus kinagýıtva látható az 5.25b ábrán).
Ennek magyarázata, hogy amikor a kék lézer megviláǵıtja a mintát, akkor a spektrum a
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5.25. ábra. (a) Az OWLS spektrumok vörös fénnyel (1. görbe) és vörös + kék fény együttes
jelenléte esetén (2. görbe). (b) Az 5.25a ábra TM csúcsa kinagýıtva (1. görbe a vörös fénnyel, 2.
görbe a vörös + kék fénnyel). Itt azonban szerepel a 3. görbe, amely úgy jött létre, hogy a vörös fény
mellett a kék fény 11 Hz-el lett ”villogtatva”. (A nyilak jelzik mikor volt a kék fény be-, illetve
kikapcsolva.) Meg kell jegyezni, hogy a TM csúcs aszimmetrikus: a jobb oldala meredekebb, mint a
bal (a minta inhomogenitása miatt).
2. görbe irányába tolódik el nagyon gyorsan (az időállandó nem határozható meg ezzel
az elrendezéssel). Amikor éppen a kék lézer nem éri a mintát, akkor egy sokkal lassabb
időfejlődés látható az 1. görbe irányába. A kikapcsolt félperiódusban az egyensúlyi
állapot nem álĺıtódik vissza (1. görbe, csak vörös lézer megviláǵıtás). Eszerint az M
állapot betöltöttségének időbeli fejlődése jóval lassabb, mint a félperiódus vagy pedig
a folyamat legalább 2 időállandóval jellemezhető melyek közül a rövidebb ∼20 ms, mı́g
a másik sokkal nagyobb.
A kék lézer szaggatásával a kimeneti fázisjelet (vörös lézer megviláǵıtás közben)
egy lock-in erőśıtővel mérve a becsatolási csúcs maximumának környéke sokkal
érzékenyebben mérhető meg (5.26 ábra). A mérésből kapott lock-in jelet (az ábrán
a teli körök) a következő módon lehet értelmezni. Ha a két különböző gerjesztésű TE
csúcsnak egy-egy Gauss görbe felelne meg és a két görbe csak annyiban különbözne,
hogy más szögeknél lenne a csúcs poźıciója, akkor az ábrán lévő 1. görbét kapnánk.
Ha a csúcs helye megegyezne, de amplitúdója különbözne az abszorpció miatt (félérték
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szélessége nem változna), akkor az ábrán lévő 2. görbét kapnánk. Ha mindkét effek-
tust figyelembe vesszük, akkor adódik a 3. görbe. Egy (0.1◦) félérték szélességű Gauss
görbét illesztve a kék megviláǵıtású TE csúcs köré, majd ebből kivonva a Δα = 0.003◦-
al eltolt és 1.07-el felszorzott Gauss görbét, akkor jó egyezéssel a lock-in technikával
kapott ḱısérleti görbét kapjuk meg (lásd 3. görbe és teli körök a 5.26 ábrán). A 3. görbe
és a mérési adatok közötti eltérés főképp a negat́ıv szögeknél figyelhető meg, mely az
aszimmetrikus becsatolási sáv (lásd az 5.25b ábra) következménye.
5.26. ábra. A modell kalkulációk görbéi (1., 2., 3. görbék) és a lock-in erőśıtős mérés (pöttyök). A
szögek a TE csúcs helyzetéhez képesti relat́ıv szögek.)
Az inverz módszerrel meghatározható, hogy ebben a ḱısérleti elrendezésben Δn =
= 0.001 törésmutató változás Δα = 0.0045◦ szögeltolódást okoz a TE csúcs
poźıciójában. Vegyük figyelembe, hogy a szaggatás félperiódusa (csak vörös lézer) alatt
csak körülbelül a BR-ok harmada ment M állapotba (lásd 5.25b ábrán a kék lézer
bekapcsolódásának pillanatáig elért körülbelüli átlagos változásokat az 1. görbe felé).
E szerint a lock-in-es méréssel mért Δα ≈ 0.003◦ eltolódás megfelel Δα ≈ 0.009◦
eltolódásnak, ha csak a folytonos üzemmódú vörös lézert használnánk (5.25a ábra 1.
görbe). A becsatolási csúcs poźıció változásának ezen értéke az előbbiek szerint megfelel
Δn = 0.002 fényindukált törésmutató változásnak. Hasonló értékeket mértek OWLS
módszerrel és rövid impulzusú lézergerjesztésekkel [100], valamint más módszerekkel is
[104].
Az LHCII réteg optikai paramétereit is meghatároztuk kis intenzitású He-Ne
lézerfénnyel. A mérés után 20 percig megviláǵıtva a mintát folytonos kék lézerrel (458
nm, 200 mW), az optikai paraméterek újra meg lettek mérve. A mérést a kék fény
kikapcsolását követően többször megismételve irreverzibilis változás állaṕıtható meg:
a törésmutató megnövekedett Δn ≈ 0.002 értékkel, mı́g a réteg vastagsága lecsökkent
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kb. ∼5–10 %-kal (346 nm-ről 312 nm-re). Ezek a szerkezeti változások termo-optikai
effektusból származhatnak, gyors lokális hőmérséklet tranziensekből, melyet a gerjesztő
energia gyors disszipációja okoz. Reverzibilis és irreverzibilis termo-optikailag indukált
szerkezeti változásokat már korábban is észleltek izolált LHCII és ,,granal thylkoid”
membránokon [92, 95].
Azt tapasztaltuk tehát, hogy mindkét fehérje fény hatására történő törésmutató és




(1) A munkánk során először a BR fotociklusának elemzésével foglalkoztunk.
Megmutattuk, hogy a korábban csak pozit́ıv amplitúdójú élettartam eloszlásokra
alkalmazott Maximum Entrópia Módszert sikeresen lehet adaptálni felfutó és lefutó
exponenciálisokból álló abszorpciós kinetikai mérések elemzésére. Ennek során ge-
nerált adatok seǵıtségével bebizonyosodott, hogy a ,,belső” tulajdonságokból és zajból
származó entrópiát el lehet külöńıteni. A zaj lényegesen csak akkor változtatja meg
az entrópiát, ha az élettartam eloszlás keskeny [78]. Több különböző hullámhosszra
számolt abszorpciós adatokra történt illesztésen keresztül bebizonýıtottam, hogy a
MEM képes adott fotociklus modell főbb jellemzőinek következetes meghatározására
is [83].
(2) Valós fotociklus méréseket analizálva a MEM-el, kiderült, hogy a BR kinetikája
széles élettartam eloszlásokat, azaz nagy ,,belső” entrópiát adott. Ez az előbbiek
szerint nem az alkalmazott numerikus módszerből (MEM) ered, hanem a fehérje
dinamikájával vagy a heterogenitásával kapcsolatos. Ez fontos bizonýıték ahhoz,
hogy a diszkrét sebességi állandókkal léırható modellek mindenképpen csak a valós
fotociklus közeĺıtését jelentik [78, 83].
(3) Az előbbi megállaṕıtás ellenére a több hullámhosszon mért abszorpciós mérések
MEM illesztéseinek eredményeihez megpróbáltam megkeresni a lehető legjobban
illeszkedő diszkrét sebességi állandókkal jellemezhető fotociklus modellt. Először
megmutattuk, hogy legalább 8 köztes állapot létezik a BR fotociklusában széles pH
értékeken, ami támogatta az akkoriban újonnan megjelent 8 köztes állapotú modellek
létjogosultságát. Rengeteg modell kipróbálása után egy 4M állapotot tartalmazó
elágazó kinetikai modell mellett érveltünk a MEM eredményei alapján. Ezen eredmény
létjogosultságát a MEM eredményeire való illesztés jósága mellett a kapott sebességi
állandók Arrhenius ábrázolásával és a köztes állapotok koncentrációjának közvetlen
számolásával is alátámasztottuk [83].
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(4) A munkánk további részében optikai hullámvezetők seǵıtségével vizsgáltuk
a b́ıbormembrán és LHCII rétegek optikai paramétereit széles rétegvastagság tar-
tományban (20 nm-től néhány száz nm-ig). Kimutattuk, hogy a korábban alkalmazott
közeĺıtő módszer, a 4-rétegű módusegyenlet nagy hibát ad az optikai paraméterek
kiszámı́tásánál kis vastagságú BR rétegeknél. A Maxwell-egyenletek seǵıtségével
numerikus eljárással az effekt́ıv törésmutatók nagy pontossággal számolhatóak. Az
ezen alapuló inverz módszer [110] jó alkalmazhatóságát támasztottam alá ḱısérletekkel
kis vastagságú minták esetére [89].
(5) A módszer seǵıtségével megmértem a b́ıbormembrán (nA = 1.53 ± 0.01) és
LHCII (nA = 1.54±0.01) törésmutatóját, ami jól egyezett az eddigi irodalmi adatokkal
[89].
(6) Két lézer seǵıtségével megvizsgáltam a b́ıbormembrán és LHCII rétegekben a
megviláǵıtás hatására bekövetkezett reverzibilis és irreverzibilis átalakulásokat. Ezek
a változások a mért OWLS spektrumokban is megjelennek. A b́ıbormembrán rétegek
törésmutatója, vastagsága és abszorpciója nagyon kis mértékben változik meg, de ez
lock-in technika alkalmazásával mégis kimérhető. A b́ıbormembránon ı́gy mértem meg
a Δn ≈ 0.002 nagyságú törésmutató változást is. Megmértem az LHCII réteg hosszabb
megviláǵıtás hatására irreverzibilis törésmutató változását, melynek termo-optikai
eredete lehet. A változás során a réteg törésmutatója Δn ≈ 0.002-al megnő és ∼34
nm-el lecsökken annak vastagsága [89].
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[75] Gergely C., Zimányi L., Váró G., J. Phys. Chem. B, 101 (1997) 9390–9395.
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[78] Ablonczy Zs., Lukács A., Papp E., Biophys. Chem., 104 (2003) 249–258.
[79] Gergely C., Ganea C., Groma G.I., Váró G., Biophys. J., 65 (1993) 2478–2483.
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Mustárdy, M., Dér, A., Ruban, A. V., Papp, E., Holzenburg, A., Horton, P., Bio-
chemistry, 41 (2002) 15121-15129.
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Összefoglalás
A munkám során először a Maximum Entrópia Módszer adaptálásával foglalkoztam
felfutó és lefutó exponenciálisokból álló abszorpciós kinetikai mérések elemzésére.
Generált adatok seǵıtségével bebizonýıtottuk, hogy a módośıtott algoritmus képes
elkülöńıteni a fehérje ,,belső” tulajdonságaiból és zajból származó entrópiát, vala-
mint, hogy a MEM képes adott fotociklus modell főbb jellemzőinek következetes
meghatározására. Valós bacteriorodopszin abszorpció kinetikai méréseket analizálva
a MEM-el, kiderült, hogy a BR kinetikája széles élettartam eloszlásokat, azaz nagy
,,belső” entrópiát mutat, ami valósźınűleg a fehérje dinamikájából vagy a heteroge-
nitásából adódik. Emellett megkerestem a lehető legjobban illeszkedő diszkrét sebességi
állandókkal jellemezhető fotociklus modellt, ami a MEM eredményei alapján legalább 8
köztes állapotból épül fel. Ez egy 4M állapotot tartalmazó elágazó kinetikai modell lett.
Ezen eredmény létjogosultságát a MEM eredményeire való illesztés jósága mellett a ka-
pott sebességi állandók Arrhenius ábrázolásával és a köztes állapotok koncentrációjának
közvetlen számolásával is alátámasztottuk.
A munkám további részében optikai hullámvezetők seǵıtségével vizsgáltam a
b́ıbormembrán és LHCII rétegek optikai paramétereit széles rétegvastagság tar-
tományban. Kimutattuk, hogy a korábban alkalmazott közeĺıtő módszer, a 4-rétegű
módusegyenlet nagy hibát ad az optikai paraméterek kiszámı́tásánál kis vastagságú
BR rétegeknél. Az ennek feloldására kidolgozott inverz módszer jó alkalmazhatóságát
támasztottam alá ḱısérletekkel a kis vastagságú mintákon. Megmértem a b́ıbormembrán
(nA = 1.53 ± 0.01) és LHCII (nA = 1.54 ± 0.01) törésmutatóját. Két lézer
seǵıtségével megvizsgáltam a b́ıbormembrán és LHCII rétegekben a megviláǵıtás
hatására bekövetkezett reverzibilis és irreverzibilis átalakulásokat. A b́ıbormembrán
rétegek törésmutatója, vastagsága és abszorpciója nagyon kis mértékben változik
meg, de ez lock-in technika alkalmazásával mégis kimérhetővé vált és Δn ≈ 0.002
törésmutató növekedés, valamint ∼34 nm-es vastagság csökkenés adódott.
APPLICATION OF THE MAXIMUM ENTROPY METHOD TO
ANALYSE ABSORPTION KINETIC PROCESSES
Lukács András
Doctoral Dissertation, 2011
Faculty of Sciences, Eötvös Loránd University, Department of Biophysics, Budapest,
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Summary
The first part of my work was to adapt the maximum entropy method for analysis
of absorption kinetic data, which contain rising and falling exponential components.
With the help of generated data we proved that the modified algorithm is able to is-
olate the intrinsic entropy properties of the protein from the noise entropy and also
that the MEM is able to determine the main parameters of the photocycle. Real bac-
teriorhodopsin absorption kinetic measurements were analyzed with the MEM, and it
was found that the kinetics of BR contains broad lifetime distributions, which suggest
large intrinsic entropy, and it is probably due to protein dynamics or heterogeneity. In
addition, I looked for the best fit photocycle model with discrete kinetic rate constants
based on the results of MEM, which contains at least 8 intermediate states. This is
a 4M branched kinetic model. This result is supported by the goodness of the fit on
lifetime distribution, by the resulted rate constants Arrhenius plot and by the direct
calculation of the concentration of the intermediate states.
The rest of my work was to investigate the optical parameters of LHCII and purple
membrane adlayers with wide range of thickness with help of the optical waveguide
lightmode spectroscopy. We have shown that the approximate method used previously,
the 4-layer modes equations give a high error when calculating the optical parameters
of purple membrane adlayers. An inverse method was developed to resolve this problem
and further measurements supported its applicability to samples with smaller thicknes-
ses. I measured the purple membrane (nA = 1.53±0.01) and LHCII (nA = 1.54±0.01)
refractive indices. I studied the reversible and irreversible effects by illuminating purple
membrane and LHCII adlayers with two laser lights. The parameters (refractive index,
thickness and absorption) of purple membrane adlayers have changed only in small
amount, but with the help of lock-in technique it was possible to measure Δn ≈ 0.002
refractive index increase and ∼34 nm thickness decrease.
